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Hemophilus influenze ne se multiplie en eau peptonée 
que si on lui fournit deux facteurs de croissance : X et V. 
Nous avons (1936 a) identifié le facteur V aux pyridine-nucléo- 
tides (cozymase de Harden et Young ou coferment de War- 
burg) et montré (1936 b, 1937) ce qu’est son réle physiologique 
en tant que facteur de croissance. 

La nature du facteur X, l’hémine, est depuis longtemps 
connue (Olsen 1920, Fildes 1924). Mais on ignore encore sa 
fonction pour les bactéries parahémotrophes. Cependant, on 
sait que ceux des Trypanosomides qui sont incapables de réa- 
liser la synthése de l’hémine utilisent, pour la synthése de 
leur systéme catalytique respiratoire, hémine qui doit leur 
étre obligatoirement fournie (A. Lwoff 1933-1934-1936). On 
pouvait supposer a priori que l’hémine possédait le méme 
réle physiologique pour les bactéries et pour les protozoaires. 
C’est ce qu’a confirmé |’expérience. 

Pour mettre en évidence le réle physiologique d’un facteur 


* Travail effectué avec l’aide de la Fondation Rockefeller. 
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de croissance, il faut expérimenter suivant la technique pro- 
posée et utilisée par A. Lwoff (loc. cit.) et par A. et M. Lwoff 
(loc. cit.) avec des organismes dont la croissance est arrétée 
faute du facteur & étudier. On sait en effet qu’au voisinage 
des doses limites, la croissance d’un microorganisme est pro- 
portionnelle .A la quantité de facteur qu’on lui fournit 
(hémine, M. Lwolf, A. Lwoff ; vitamine B,, Schopfer ; pyri- 
dine-nucléotides, A. et M. Lwoff). La croissance s’arréte dans 
ces conditions par suite d’une déficience du systéme dans la 
constitution duquel entre le facteur considéré ; l’addition du 
facteur permet la reconstitution dudit systéme (A. Lwoff, 
1933-1934, A. et M. Lwoff 4936-1937). 

Il s’agissait done tout d’abord d’établir la dose limite de 
sang (agissant comme source d’hémine) nécessaire pour He- 
mophilus influenze. Les expériences sont réalisées dans le 
milieu suivant : 


Protéose peplone: Difco: 5. ya 2 = = hee 20 
Ciloikoyaniney Gles Soxehnohmt soo a ope 6) ohh ow ce Bo ee 6 
Hau dis tilléey ee) La Ne ee ee 1.000 
NEKO Goce ness oe Oe Meh Se Ae qg. 8. pour pil 7,3 


réparti & raison de 4 cent. cubes en tubes de 16 millimétres 
de diamétre. Apres stérilisation, le milien est additionné 
d’extrait de levure en quantité telle que le facteur V soit en 
excés : 500 4 1.000 fois la dose minima nécessaire. Dans ces 
conditions, la multiplication ne se produit qu’en présence 
d’hémine. 

Nous avons pu entretenir 10 souches d’Hemophilus 
influenze, de la collection de Institut Pasteur, que nous 
devons a l’obligeance du Dt R. Legroux, en eau peptonée 
+facteur V +sang a1 p. 1.200.000. Pour l’une des souches, 
nous avons effectué 41 repiquages en série en quarante et un 
jours. Dans ces conditions, la vie de la culture est relative- 
ment réduite : les bactéries meurent entre le troisiéme et le 
cinquiéme jour qui suit l’ensemencement, alors qu’elles survi- 
vent vingt jours en présence de sang a 4 p. 600. L’absence 
de facteur V n’entraine la mort qu’en une dizaine de jours 
environ. 
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Le sang défibriné hémolysé de lapin est actif jusqu’éa une 
dilution de 1 pour 4 4 5 millions (4), c’est-d-dire que la dilu- 
tion limite en hémine est de 4 pour 4 milliard environ. 
Heemophilus influenze est donc le réactif le plus sensible de 
r’hémine que nous connaissions actuellement. D’autre part, 
au voisinage des doses limites, le développement est en rela- 
tion avec la quantité d’hémine présente dans le milieu. 

Pour obtenir des bactéries dont la multiplication est arrétée 
faute d’hémine, nous ensemencons une fiole plate de 16 cen- 
timetres de diamétre, contenant 4150 cent. cubes d’eau pep- 
tonée + un excés de facteur V (v. page 130) + du sang défibriné 
hémolysé de Japin en quantité suffisante pour avoir une dilu- 
tion de 1 p. 3.000.000 & 4 p. 3.750.000, avéc 1 cent. cube 
d’une culture de six heures 4 37° en eau peptonée + facteur 
V+sang a 1 p. 1.200.000. L’entretien de la souche est fait 
en présence de la méme dose de sang. On centrifuge 300 cent. 
cubes de culture pendant vingt-cing minutes 4 3.500 tours 
et l'on reprend le culot dans 40 cent. cubes d’eau peptonée 
additionnée de facteur V. L’émulsion bactérienne est alors 
introduite & raison de 2 cent. cubes dans les récipients de 
manométres de Warburg. Dans le diverticule, on ajoute 
0c. c. 4 d’eau peptonée telle quelle ou additionnée d’hémine 
ou de sang en quantité connue que l’on mélange a la suspen- 
sion microbienne au moment voulu. Ainsi ]’on mesure, a 37°, 
la consommation d’oxygéne des bactéries comparativement 
avec ou sans hémine. 

On constate ainsi que la respiration du témoin, non addi- 
tionné d’hémine, est environ trois fois moins forte que celle 
des bactéries additionnées de sang ou d’hémine en exces. 
L’augmentation de la respiration est trés rapide et doit s’ef- 
fectuer en moins de sept minutes. La respiration du témoin, 
comme la respiration des bactéries+sang, reste constante 
pendant soixanté & quatre-vingt-dix minutes, puis montre 
une tendance A diminuer. Si l’on emploie des cultures jeunes 


(1) Les chiffres de dilution limite obtenus par les auteurs qui nous 

ont précédés sont beaucoup moins élevés, ce qui tient probablement au 

era : 

fait que le sang agissait non seulement comme source d’hémine, mais 
aussi comme source de pyridine-nucléotides. 
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TABLEAU I. 


Respiration d'une suspension de bactéries dont la multiplication est arrctée 
faute de facteur X (bactéries X—). Culture de vingt et une heures. Dans la 
colonne de gauche, respiration du témoin non additionné de sang. Pour 
que le rapport des augmentations de la respiration puisse étre facilement 
comparé aux rapports des doses de sang fournies, on divise toutes les aug- 
mentations par un coefficient tel que le chiffre d’augmentation due 4 30 y 
soit 30. Toutes les mesures de respiration sont effectuées en présence d'un 
excés de facteur V. 


QUANTITE DE SANG 
ajoutée a 2 cent. cubes 
de suspension baclérienne 


Excés 30 y 


Pep, MEVTNONRER ay RS : 5} — 70 
tO Pe Bea In tg eR he 4,243 
XO,, 30 minutes . BP er eet oe ieee 87 
Différence avec le témoin. ...... ,o 66,5 
Augmentation p. 100 de la respiration. 397 324 
Rapport des augmentations...... 30 
Rapportstheortque) mo «cect eee 30 


h, dénivellation de la colonne du manométre (la pression diminuant, les chiffres sont 
affecités du signe —); KO,, constante pour l’oxygéne a 37° des différents manométres ; 
XO,, millimétres cubes d@oxygéne consommé en un temps donné : ici trente minutes. 


(vingt-deux heures), on peut observer une croissance de 
lintensité respiratoire ; celle-ci peut durer quarante-cing 
minutes et ne semble pas la manifestation d’une croissance 
bactérienne, car nous l’avons notée avec de petites doses, 
10 y, aussi bien qu’avec de fortes doses, 660 y, de sang. 
Enfin, au voisinage des doses limites, 6 4 30 y, il y a une 
relation trés nette entre la valeur de l’augmentation de la 
consommation d’oxygéne et la quantité de sang ajoutée. 
L’examen du tableau I montre qu’en présence d’un exces 
de sang, 660 y, l’augmentation de la respiration a été, par 
rapport au témoin (non additionné de sang), de 397 p. 100. 
Avec de petites quantités de sang, 30,20, 10 y, l’augmenta- 
tion est de 324, 250, 87,2 p. 100. Si l’on raméne l’augmen- 
tation due 4 30 y de sang 4 30 et qu’on réduise proportion- 
nellement les autres chiffres, on voit que ceux-ci sont entre 
eux comme 30,’ 23,2 et 8,1 au lieu de 30,20 et 10 que |’on 
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pouvait théoriquement attendre. La proportionnalité de 
Vaction du sang aux faibles doses peut donc étre considérée 
comme satisfaisante. La culture était Agée de vingt et une 
heures. 

Dans une autre expérience, avec une culture dgée de vingt- 
trois heures (résumée tableau II), l’augmentation a été pour 
660, 30, 20, et 10 y, de 162, 29,3, 20,2 et 8,15 p. 100, chif- 
fres notablement inférieurs 4 ceux de l’expérience précédente. 
Ceci tient trés probablement a 1l’état physiologique des bac- 
téries. Mais ce qui est important, c’est que le rapport des 
augmentations de la respiration aux doses limites étant ici, 
pour 30 et 20 y, comme 30 et 21,3, la proportionnalité est 
observée tout aussi bien que dans l’expérience du tableau I 
ou l’augmentation de la respiration était beaucoup plus forte. 
Pour ce qui concerne l’action de 10 y de sang, la proportion- 
nalité semble également observée : 8,3, chiffre théorique : 
10; mais la différence avec la respiration du témoin étant 
extrémement faible, 2,3 mm*, en tenant compte de l|’erreur 
possible, on peut attribuer au hasard l’accord des proportion- 
nalités et nous n’en tiendrons pas compte. 


TaBLeAu II. 


Respiration d’une suspension ‘de hactéries X—. Méme légende que tableau I. 
Temps : soixante-quinze minutes. Cultures de vingt-trois heures. 


QUANTITE DE SANG 
ajoutée 4 2 cent. cubes 
de suspension bactérienne 


Excés 
660 y 


i — 61 19,5) — 27,5|— 24,5 
nO, ie 1 eR a ee 1,21 1,238 | 1,248 
x0, 75 minutes 73,8 34 30.5 
Différence avec le témoin. . . 45,6 5,8 28) 
Augmentation p. 100 de la respiration 462 20,6 8,15 
Rapport des augmentations. ..... 21,3 | 8,3 


Rapport théorique 20 10 


Enfin, dans d’autres expériences, les pourcentages d’aug- 
mentation ont été de 177, 197, 156, 199. 
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done dans Ja constitution du systéme catalytique respiratoire 
dHemophilus influense. On peut supposer que, comme pour 
le flagellé Straqgomonas fasciculata, elle est utilisée pour la 
synthése du cytochrome et de la cytochromoxydase, de la 
catalase et de la peroxydase. 

Rappelons que Keilin a montré que Vhémine C du cyto- 
chrome est formée a partir de la protohémine qui constitue 
le groupement prosthétique de la catalase (Zeile et Hellstrém 
1930) et de la peroxydase (Kuhn, Hand et Florkin 1934). 

Le fait que augmentation de la respiration est en relation 
avec la quantité d’hémine fournie prouve bien que l’hémine 
entre dans la constitution d’un systéme catalytique. 

Ici, nous devons faire remarquer que le facteur V qui 
intervient lui aussi dans le syst¢me respiratoire est hors de 


Pyridine -Nucleotides pro-parte Necenieuss 


facteur V d hydrogene 


' 
{ 
1 Ferment jaune 
i 


Substrat. Dehydrogénases | Cohydrogénases Oxygene 


Cytochrome - Cytochromoxydase : 
' mars 


r 
\ 


' Pi 
Carence Carence | eee 
entaceurV entacteaaurX | —__-= Catalase a 
Protohémune o>: ~>=~ Peroxydase si 
facteur X 


Carence cr tacteur K& 


Se 


Tasirau LI. -- Schéma de la respiration cellulaire daprés les travaux de Keilin, 
de Warburg et de Wieland (emprunté pour la plus grande partie & Keilin, 
1933). Les relations des facteurs de croissance X et V avec les constituantsfdes 
systémes de catalyseurs-transporteurs sont indiquées en tirets. On a repré- 
senté par une ligne pointillée lintervention hypothétique de la protohémine 
dans la constitution de la cytochromoxydase. 

Les fleches marquent les points oti la chaine de réactions est cuupée en l’absence 
des facteurs X et V. Pour ce qui concerne |’action de la catalase et de la per- 
oxydase, voir note, p. 135. 

Erratum : Lire codéhydrogénases au lieu de cohydrogénases. 


L’hémine, considérée comme facteur de croissance, entre 
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cause dans nos expériences puisque nos cultures et nos 
mesures de respiration sont toujours faites dans des milieux 
qui le renferment en exces. 

Si l’on considére le schéma de Keilin : 


Substrat-déhydrogénases-codéhydrogénases-cytochrome- 
cytochromoxydase-oxygeéne, 


on constate que l’absence d’hémine entratne l’absence com- 
pléte des catalyseurs-transporteurs qui aboutissent & la com- 
binaison de l’oxygéne avec l’hydrogéne activé par le systéme 
déhydrogénases-codéhydrogénases (Wieland, Thunberg, War- 
burg). Mais lhydrogéne peut également emprunter la voie 


Substrat-déhydrogénases-codéhydrogénases-ferment jaune-accepteurs 
@Vhydrogeéne. 


et se combiner soit 4 l’oxygéne, soit a d’autres accepteurs 
d’hydrogéne. Ce processus n’est pas géné par lahsence d’hé- 
mine (2), mais il dépend, entre autres, de la présence de codé- 
hydrogénases comme nous l’avons montré pour Hemophilus 
parainfluenze (1936-1937). L’absence de pyridine-nucléotides 
empéche le fonctionnement de la plupart des déhydrogénases 
qui interviennent dans le premier acte de la déhydrogénation 
du substrat (Wieland, Thunberg). La carence en pyridine- 
nucléotides entraine, en effet, nous l’avons constaté, un quasi 
blocage de l’hydrogéne aussi bien en aérobiose qu’en anaéro- 
biose. 

La fonction de la protohémine envisagée comme facteur de 
croissance est donc la méme pour la bactérie Haemophilus 
influenze et pour le protozoaire Trypanosomide Strigomonas 
fasciculata. L’étude des autres organismes parahémotrophes 
montrera s’il s’agit 14 d’un phénoméne aussi général que le 
mécanisme méme de la respiration cellulaire tel qu’il apparait 
d’aprés les travaux de Wieland, de Keilin et de Warburg. 


(2) Il faut noter toutefois que l’eau oxygénée qui résulte de la com- 
bustion de l’hydrogéne peut se former en ]’absence de cytochrome. Mais 
sa destruction est liée & la présence de catalase ou de peroxydase, dont 
la synthése nécessite de la protohémine. L’accumulation de H?0? pour- 
rait expliquer la courte durée de survie des bactéries privées d’hémine. 
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INTRODUCTION 


Les Protozoaires au sens de A. Lwoff, c’est-a-dire excluant 
les chlorophytes et les leucophytes, doivent étre classés, au 
point de vue des modalités de leur nutrition, en phagotrophes 
et osmotrophes (A. Lwoff 1932). Le fait que la grande majorité 
des Protozoaires libres sont phagotrophes stricts (ne peuvent 
se nourrir que de substances figurées, de particules) a long- 
temps retardé l'étude biochimique de leur nutrition. Cepen- 
dant, un certain nombre d’organismes normalement phago- 
trophes peuvent utiliser les substances dissoutes. C’est le cas 
du cilié Glaucoma piriformis. Cette particularité a permis 
d’étudier le pouvoir de synthése de ces infusoires et de définir 
ainsi un type « métatrophe » (Lwoff 1932) : organismes capa- 
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bles de se multiplier dans les solutions de « peptones » résul- 
tant de l’hydrolyse pepsique et trypsique ménagée des pro- 
tides. 

Nous avons pu montrer (Cailleau 1933 a, b, 1934) qu'une 
amibe, Acanthamoeba castellanii, normalement phagotrophe, 
était elle aussi capable de se nourrir de substances dissoutes et 
présentait des besoins semblables A ceux de Glaucoma prri- 
formis. 

Enfin, dans une série de travaux, Hetherington (1933), 
Elliott (4933) et Hall et Elliott (4935) ont confirmé les conclu- 
sions de Lwoff relatives & Glaucoma pirijormis et les ont 
étendues a d’autres espéces de Glaucoma. 

D’autre part, Reich (1934) est arrivé, pour une amibe, Mayo- 
rella palestinensis, & des résultats identiques aux ndétres rela- 
tivement a la possibilité, pour certaines amibes, d’utiliser les 
substances dissoutes (eau peptonée). 

On peut donc considérer le type métatrophe de A. Lwolf 

comme le type physiologique moyen des Protozoaires libres. . 
Et lon est alors en situation de définir biologiquement le 
parasitisme des Protozoaires, c’est-d-dire de voir en quoi le 
pouvoir de synthése des Protozoaires parasites différe du pou- 
voir de synthése des Protozoaires libres appartenant au type 
métatrophe. 
_ Les seules recherches effectuées jusqu’ici dans cet ordre 
d’idée sont celles de Marguerite Lwoff (1933) qui a analysé 
systématiquement le pouvoir de synthése d’un certain nombre 
de Trypanosomides et a montré que certains d’entre eux se 
comportent comme les métatrophes, alors que d’autres sont 
incapables de réaliser la synthése de la protohémine et que 
la protohémine est nécessaire 4 leur multiplication. C’était 
la premiére fois qu’on déterminait la nature d’un facteur de 
croissance indispensable & un Protozoaire. 


* 
* OK 


Nous nous sommes proposé dans ce travail de définir, par 
rapport au type métatrophe, le pouvoir de synthése de quel- 
ques flagellés parasites appartenant aux genres Trichomonas 
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et Eutrichomastiz. En d’autres termes, de déterminer la 
nature des facteurs de croissance nécessaires pour leur mul- 
tiplication. 

Les Trichomonas sont des flagellés appartenant a l’ordre 
des Polymastigines et & la famille des Tetramitidae. Primiti- 
vement et généralement parasites du tube digestif des verté- 
brés et des invertébrés, certains d’entre eux peuvent cepen- 
dant passer dans le systéme circulatoire de leur héte. D’autres 
ont quitté le tube digestif pour aller coloniser des organes 
divers : foie, muscle, poumon, etc... : Trichomonas columbe; 
organes génitaux : Trichomonas foetus. 

On connait cependant chez les Tétramitidés des formes libres 
appartenant au genre Telramilus et peut-étre Trichomonas 
(Ann Bishop, 1935-1936). 


La premiére culture pure d’un Tétramitidé (Eulrichomastix 
colubrorum) a été obtenue par Chatton, en 1918. Par la suite, 
_Witte (4933) obtint la culture pure de Trichomonas foetus, 
puis Bos (1938) réalisa celle de Trichomonas columbe. Ce 
sont ces trois flagellés que nous avons étudiés. 

Nous avons pu préciser les conditions de leur multiplica- 
tion in vitro et, pour Tr. columbe, déterminer la nature chi- 
mique de l’un des facteurs de croissance : le cholestérol. L’ac- 
tivité, en tant que facteur de croissance, de plus de 60 stérols, 
a pu étre étudiée, ce qui nous a permis d’établir les lois de 
lactivité de ces composés. 


* 
* * 


Ce travail a été effectué au laboratoire de Protistologie de 
l'Institut Pasteur; c’est pour nous un agréable devoir de témoi- 
gner notre profonde reconnaissance au Professeur F. Mesnil, 
qui, depuis 1932, nous a accordé dans son service la plus large 
hospitalité. 

Nous tenons & remercier aussi le Professeur M. Schoen qui 
nous a souvent admise dans son laboratoire ot nous avons pu 
poursuivre une partie de nos recherches chimiques. 

Ce travail a été exécuté sous la direction particulitre de 
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M. André Lwoff qui nous a constamment fait profiter de son 
experience et nous a conseillée pour notre rédaction ; nous lui 
exprimons notre trés vive gratitude. 

Nous sommes reconnaissante 4 M™ Marguerite Lwoff de la 
peine qu’elle a prise 4 la mise au point de notre manuscrit et 
a la revision de nos épreuves. 

Le Professeur E. Chatton, le D*™ J. Witte, le D™ A. Bos, le 
D* Glaser et le D'™ Riedmiiller ont généreusement mis leurs 
souches de flagellés 4 notre disposition; qu’ils veuillent trouver 
ici l’expression de nos sincéres remerciements. 

Nous avons été aidée, au début de nos recherches sur les 
stérols, par le D’ A. Girard qui a bien voulu préparer et puri- 
fier pour nous divers stérols. Par la suite, nous avons eu la 
bonne fortune d’entrer en relation avec le Professeur Otto 
Rosenheim qui nous a donné de nombreux et précieux échan- 
tillons de stérols et qui a bien voulu suivre, conseiller et 
encourager la longue série de nos recherches. Nous sommes 
également redevables de quelques échantillons de stérols aux 
Professeurs Windaus, Scheenheimer, Stoll et Bengtsson. Nous 
leur sommes particuliérement reconnaissante pour leur colla- 
boration sans laquelle ce travail n’aurait pu étre mené a bien. 
Nous tenons aussi 4 remercier les « Glaxo Laboratories » qui 
ont généreusement mis quelques échantillons de stérols a notre 
disposition. 

Nous sommes heureuse de trouver ici l’occasion d’exprimer 
notre respectueuse gratitude au D" Louis Martin, Directeur 
de l’Institut Pasteur, qui nous a, a plusieurs reprises, témoigné 
sa bienveillance et aidée a la réalisation de ce travail. 


EUTRICHOMASTIX COLUBRORUM (Hammers 1844) 


Introduction 


Hisror1ove. — Eutrichomastix colubrorum (Hammers 1844) 
est le premier flagellé parasite intestinal qui ait éte obtenu en 
culture bactériologiquement pure. Cette culture a été réalisée 
en 1918, par E. Chatton, 4 1’Institut Pasteur de Tunis. 
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Chatton, en examinant le sang de plus de 4.000 Geckos 
(Tarentola mauritanica), constata la présence d’Eutrichomas- 
tix chez quelques-uns d’entre eux, 4 fois par l’examen d'un 
frottis, et 3 fois sur 136 dans des cultures faites & partir du 
sang ou des organes. L’une de ces cultures fournit une souche 
pure d’Eulrichomastiz colubrorum. 

Cet isolement avait été fait sur milieu N. N. N. (gélose + 
bouillon peptoné au sang), mais ce milieu fut trouvé défavo- 


Fic. 14. — Eutrichomastix colubrorum demi-schématique (xX 2500). 


rable au cours des repiquages suivants. Par contre, des repi- 
quages furent pratiqués avec succés dans un milieu constitué 
par du bouillon ou de l’eau physiologique additionnés d’un 
fragment de foie de lapin prélevé aseptiquement. Par la suite, 
Chatton établit que le bouillon peptoné additionné de 5 a 
10 p. 100 de sang total de lapin constituait le milieu le plus 
favorable. Chatton montra aussi qu’Eutrichomastix colu- 
brorum était incapable de se multiplier dans le bouillon pep- 
toné ordinaire, non plus que sur gélose ascite, ni en liquide 
d’ascite, et qu'un fragment d’organe était nécessaire. Il remar- 
qua aussi qu’Eutrichomastia se développe mieux en semi- 
anaérobiose : bouillon-sang recouvert d’une couche d’huile de 
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vaseline ou de paraffine et que les meilleures cultures étaient 
obtenues en milieu légérement acide (teinte rose violet au 
tournesol). Chatton a montré également que ni la partie liquide 
du milieu bouillon + organe, ni le bouillon additionné de 
sérum de lapin, ne permettaient la culture. 

D’autre part, il constata que, dans ]’eau physiologique 
neutre ou acidulée a l’acide lactique, additionnée de sang de 
lapin, les Eutrichomastix ne se développent pas, alors qu’ils 
se multiplient bien dans des tubes d’eau physiologique, de 
méme réaction, contenant des fragments d’organes ou dans 
des tubes de bouillon de viande non peptonée additionnés de 
sang de lapin. I] conclut a l’existence, a la fois dans les paren- ° 
chymes d’organes et dans le bouillon de viande, alors qu’elle 
fait défaut dans le sang, d’une substance dissoute, thermos- 
table, assimilable par Eutrichomastix colubrorum, et néces- 
saire & sa végétation. 

Enfin, Chatton démontra aussi que la culture se développe 
en six a huit jours a 48-22° et en deux Aa trois jours 4 37°. Il 
termina en indiquant que le milieu au foie ou a la rate (coa- 
gulés dans l’eau physiologique a 120°) a permis le dévelop- 
pement des cultures qui ont subi 7 repiquages en quatre mois 
environ. 


MarErteL. — Souche. Toutes nos expériences sur Eutr. 
colubrorum ont été effectuées avec la souche isolée par Chatton 
(1918) et entretenue depuis, au laboratoire de Protistologie 
d’une part, et, a la Station biologique de Séte par Chatton, 
d’autre part, par repiquage toutes les trois semaines dans le 
milieu de Chatton (bouillon acide pH 6,0 + sang, sous huile 
de vaseline). Cette souche est toujours bactériologiquement 
pure. 


TECHNIQUE. — Les expériences sont faites soit dans des 
tubes A essai de 16 millimétres de diamétre environ, renfer- 
mant de 8 A 9 cent. cubes de milieu, soit dans des tubes a 
‘essai de 10 millimétres de diamétre intérieur, renfermant 
3 cent. cubes de liquide ; ceux-ci ont été plus particuliérement 
utilisés pour l’étude de l’action des divers sérums. 

L’ensemencement des grands tubes est effectué a la pipette 
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avec VI gouttes d’une culture riche (renfermant plus de 1.500 
flagellés par millimétre cube) et celui des petits tubes avec 
III gouttes. Si la culture est pauvre (culture trés jeune ou trés 
Agée), l’ensemencement doit étre plus abondant. I] va sans 
dire que nous ne tenons pas compte des résultats des premiers 
repiquages qui peuvent étre faussés par l’apport du milieu pri- 
mitif avec le flagellé ensemencé. Avant d’affirmer qu’un milieu 
est favorable, nous faisons au moins 4 expériences en série 
dans ce milieu. 


Bots rfcaux. — On peut voir apparaitre, dans la culture 
d’Eutr. colubrorum en bouillon sang, des petites sphérules 
réfringentes. Dans les cultures anciennes en particulier, ces 
sphérules forment de gros amas le long des parois ou au 
fond des tubes. Leur présence n’a pas encore été décrite. 
Elles ont été observées par E. Chatton au cours de ses expé- 
riences avec le bouillon sang, et par A. Lwoff au cours de 
Ventretien de la souche (communications orales). Ces sphé- 
rules que l’on pourrait & premiére vue prendre pour des bac- 
téries représentent trés probablement des excréta des Eutri- 
chomastix. Nous les appelons « bols fécaux ». 

Tous les essais de culture de ces éléments sur milieux solides 
ou liquides en aérobiose et en anaérobiose, ont toujours été 
négatifs. 

Ces « bois fécaux » sont particuliérement abondants dans 
les milieux a base de sérum, notamment dans le bouillon addi- 
tionné de sérum de cheval, de sérum humain et de sérum 
de rat. 


Etude du développement d’« Eutrichomastix colubrorum » 
dans divers milieux. 


Nous avons essayé d’obtenir le développement d’Eutr. colu- 
brorum dans les milieux que nous utilisions pour les cultures 
de Trichomonas fcetus et Trichomonas columbe (voir p. 164). 

1° Miltew & Voeuf coagulé. — Milieu L. E. B. de Kofoid et 
Wagener. 
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4 culs sont ajoutés a 50 cent. cubes de liquide de Locke, 
on agite jusqu’a obtention d’un milieu homogéne, on répartit 
en tubes inclinés, et on coagule & 80° C. On ajoute ensuite 
du liquide de Ringer ou de Locke (stérile) + 5 p- 100 de sang 
de lapin ou de sérum de cheval. Ce milieu « Locke, ceuf, 
sang » a été utilisé par Bos pour la culture de Tr. columbe 
et un milieu semblable a été employé par Witte pour ses 
premiéres cultures de Tr. foetus. 

Dans ce milieu, il y a formation d’une culture abondante 
d’Eutrichomastix colubrorum A 28° ; les flagellés restent 
vivants trente jours environ. Les repiquages en série sont pos- 
sibles; nous avons fait 15 repiquages en six mois. 

2° Sérum de cheval coagulé, recouvert avec du bouillon 
peptoné additionné de 5 p. 100 de sérum de cheval. 

Ce milieu permet, 4 28°, le développement en deux ou trois 
jours de cultures’ riches en Eutr. colubrorum. Les flagellés, 
cependant, survivent rarement plus de douze jours. 

Dans ce milieu, il y a formation trés abondante de « bols 
fécaux ». 

3° Bouillon + foie de veau. — Dans ce milieu, nous n’avons 
jamais pu obtenir plus de 4 repiquages en série d’Eutr. colu- 
brorum. Ces expériences ont été répétées plusieurs fois avec 
les mémes résultats. D’autre part, le foie de veau a été rem- 
placé par du foie et de ]’intestin de lapin et du foie de pigeon. 
Ces essais ont été également négatils. 

Ces résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par 
Chatton dans ses premiéres expériences. Nous ne nous expli- 
quons pas cette divergence. Remarquons seulement que Chatton 
a travaillé avec une souche récemment isolée et que uous 
avons expérimenté avec la méme souche entretenue en bouil- 
lon-sang depuis dix-sept ans (270 repiquages environ). 


EssAIS DE DETERMINATION DE LA FRACTION ACTIVE DU SANG. 


Nos premiers essais pour remplacer le sang total par du 
sérum ont donné des résultats négatifs. Le bouillon, l'eau pep- 
tonée a 3 p. 100 (peptone Chapoteaut), additionnés de 5 p. 100 
de sérum de lapin, n’ont pas permis la culture. 
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Nous avons alors ajouté au bouillon, a raison de 5 p. 4100, 
les liquides suivants : 

4° Sang de lapin défibriné ; 

2° Globules rouges lavés (38 centrifugations et suspensions 
en eau physiologique) ; 

3° Sérum de lapin (inactivé une demi-heure a 36°). 

Nos résultats ont été en accord avec ceux de Chatton. Le 
sang total permet des cultures abondantes. Les hématies lavées 
donnent des résultats irréguliers, développement abondant 
observé dans quelques cas seulement au premier et au 
deuxiéme repiquage. Repiquage ultérieur impossible. Enfin, 
le sérum de lapin, ainsi qu’il a été dit plus haut, donne des 
résultats négatifs. Mais il n’en est pas de méme avec les sérums 
d’autres animaux qui, ajoutés au bouillon, se sont montrés 
capables d’assurer la multiplication d’Eutrichomastiz colu- 
brorum, ‘ 


Etude du développement en présence du sérum 
de divers animaux. 


Les résultats excellents obtenus dans le milieu au sérum 
coagulé + bouillon + sérum de cheval (voir p. 145) avaient 
attiré notre attention. Il semblait que le sérum de cheval 
agissait 14 ot le sérum de lapin échouait. Nous avons cons- 
taté, par la suite, que le bouillon additionné de 5 p. 100 de 
sérum de cheval constituait un excellent milieu de culture 
et d’entretien pour Eutr. colubrorum. 

Nous avons ensuite étendu nos essais & des sérums de 8 autres 
espéces animales. Mais avant de donner les résultats de ces 
expériences, nous voudrions indiquer en détail les conditions 
des recherches. 


CONDITIONS D’ EXPERIMENTATION. 


Le sang était toujours prélevé aseptiquement par ponction 
du coeur chez le chat, le cobaye, le lapin, le pigeon, la poule, 
et le rat; par ponction de la veine médiane du bras chez 
"homme et a la veine jugulaire du cheval et du mouton. Aprés 
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coagulation du sang, le sérum prélevé stérilement et réparti en 
tubes est chauffé dans un bain-marie & 36°, pendant une demi- 
heure, trois jours de suite. Cette précaution est nécessaire, tant 
pour inactiver le sérum, que pour donner une sécurité supplé- 
mentaire quant a la stérilité. 

Dans toutes nos expériences, nous avons ajouté III gouttes 
de sérum dans 3 cent. cubes de bouillon, ce qui donne une 
concentration de 5 p. 100 environ. 

Lorsque la quantité de sérum disponible s’est révélée insuf- 
fisante pour une expérience compléte (10 repiquages) le fait a 
été noté (voir tableau n° I). Ceci est toujours le cas pour le 
sérum de rat ou de cobaye, ot la quantité de sérum que peut 
fournir un individu est toujours réduite. Ce changement de 
sérum peut troubler la marche de l’expérience, car les sérums 
de certains individus, non seulement peuvent se montrer défa- 
vorables pour la culture des Eutrichomastix, mais sont parfois 
capables d’empécher la multiplication. Chaque fois que cela a 
été possible, deux séries semblables au moins ont été faites 
avec le sérum d’un méme individu et, en tout cas, au moins 
deux individus différents de la méme espéce ont été utilisés. 

Les facteurs suivants ne semblent jouer aucun réle important 
dans la variation des résultats : 

A. L’4ge du sérum (qui varie entre trois jours et trois mois). 

B. La teneur du sérum en hémoglobine. 

Par contre, d’autres facteurs jouent un rdle beaucoup plus 
important. Ce sont : 

C. La quantité de culture ensemencée (en général III gouttes). 

D. La densité, Page et l'état de la culture ensemencée. 

E. Les propriétés individuelles du sérum employé. 

L’importance du nombre de flagellés ensemencés est apparue, 
au cours d’expériences préliminaires réalisées pour essayer de 
déterminer si une culture pouvait se produire dans un milieu 
ensemencé avec un seul flagellé. 

Ces expériences montrérent qu'une série de milieux identi- 
ques, ensemencés avec I a III gouttes d’une culture permirent 
un développement, alors que les mémes milieux ensemencés 
avec une anse restérent stériles (présence de flagellés vivants 
constatée dans le liquide ensemencé). 
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Tapieau 1. — £utrichomastix colubrorum. Réaction en présence de divers sérums. 
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(1) Premier essai sur bonillon-sérum, aucune culture ne s'est développée. 
(2) Sérum d'un autre individu. 
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A fortiori restérent stériles les tubes ensemencés avec un seul 
flagellé prélevé avec une pipette capillaire. 

Si la culture est vieille (un petit nombre de flagel]és mobiles) 
ou si la culture est trop jeune et par conséquent pas encore 
abondante, un ensemencement normal (III gouttes) peut étre 
insulfisant. 

Nous avons soigneusement évité ces deux causes d’erreur ; 
quant 4 la troisiéme, qui dépend des qualités individuelles d’un 
sérum, on ne peut guére l’atténuer qu’en multipliant les expé- 
riences. 


SERUMS UTILISES DE DIVERS ANIMAUX. 


Homme. — Le sérum d’un individu a permis deux séries, 
l'une de 10, l’autre de 7 repiquages. Le sérum d’un autre indi- 
vidu a donné des résultats négatifs. 

Chat. — Les sérums de deux chats ont été étudiés, J’un d’eux 
a permis 13 repiquages en série, l’autre a donné des résultats 
négatifs. 

Cheval. — Aprés les recherches préliminaires, les sérums 
de deux individus ont été étudiés en détail. Le sérum du premier 
cheval a permis deux séries de repiquage, l’une de 8 et l'autre 
de 12. 

Le sérum du deuxiéme individu a donné 10 repiquages. Dans 
les 2 cas, ces séries ont été volontairement interrompues. 

Lapin. — Le sérum de 3 individus a donné des résultats 
négatifs. Nous ne tenons naturellement pas compte du premier 
repiquage. Le sérum d’un quatriéme lapin a permis seulement 
4 repiquages en série. 

Mouton. — Le sérum d’un mouton a permis 2 séries, l’une 
de 14 et l’autre de 10 repiquages. Le sérum d’un deuxiéme 
individu n’a permis que 3 repiquages. 

Cobaye. — Nous avons obtenu : une fois 8 repiquages avec le 
sérum d’un seul cobaye, une autre fois, 14 repiquages (sérum 
de 2 animaux) et une troisiéme fois 15 repiquages (sérum de 
3 animaux différents). 

Rat. — Nous avons obtenu, avec le sérum de 3 rats, une 
série de 13 repiquages. Les autres essais avec le sérum de 


r 


3 autres rats ont été négatifs. 
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Pigeon. — Le sérum de pigeon a toujours donné des résultats 
négatifs (4 individus différents). 

Poule. — 6 repiquages ont été obtenus avec le sérum d'une 
poule. Mais 2 autres essais, avec d’autres échantillons du 
méme sérum, ont été négatifs, ainsi que le sérum d’une autre 
poule. 

On voit done que les sérums des diverses espéces animales se 
comportent de facons trés différentes, si on les envisage comme 
source de facteur de croissance pour Eutr. colubrorum. 

Le sérum de lapin et de pigeon donnent des résultats néga- 
tifs. Le sérum de chat, de poule, de rat et d’homme, des résul- 
tats trés irréguliers. Les sérums de cobaye et de cheval sont 
favorables. 

Il faut noter que, méme avec un sérum ne permettant pas 
lentretien en série, le premier repiquage est positif. D’autre 
part, uous n’avons jamais observé d’agglutination. comme celle 
présentée par Tr. foetus et Tr. columbe (voir p. 170). 


Fermentation des divers glucides et polyalcools. 


Nous nous sommes proposé d’étudier les fermentations des 
glucides et polyalcools produites par Eutrichomastix colubro- 
rum (Cailleau 1936 a). 

Le milieu employé était le bouillon ordinaire additionné 
d'un fragment d’intestin (bien lavé & l’eau_ physiologique, 
puis & l’eau distillée). Le tout est chauffé trente minutes 4 120°. 
Le pH est mesuré avec l’électrode de quinhydrone. Le pH du 
milieu témoin, sans sucre, est de 6,6 environ, et ne subit pas 
de modification appréciable pendant le développement de la 
culture. 

Nous disons que le sucre est fermenté lorsque le pH tombe 
au-dessous de 6,5. Par mesure de précaution, nous conservons 
toujours, comme second témoin, un tube de milieu additionné 
du sucre étudié et non ensemencé, dont nous mesurons le pH. 

Les résultats obtenus sont les suivants : 

Forte acidification : le pH tombe de 6,5 a 5,4-5,6: glucose, 
galactose, lévulose, maltose, saccharose et raffinose. 
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Légére acidification : le pH tombe de 6,5 a 6,2-6,4 : lactose. 

Pas d’acidification : le pH ne descend pas au-dessous de 6,5: 
arabinose, xylose, rhamnose, inuline, dextrine, glycérine, éry- 
thrite, sorbite, dulcite et mannite. 


Etude des modifications du milieu de culture. 


Nous avons essayé de déterminer les substances aux dépens 
desquelles les Eutrichomastiz effectuent leur développement 
en bouillon + sérum de cheval a 10 p. 100. 

Malgré la richesse des cultures (1500-7500 flagellés par milli- 
métre cube), nous n’avons pu mettre en évidence des diffé- 
rences importantes, entre le milieu témoin et la culture, de 
la teneur en azote précipitable par l’acide phosphotungstique, 
en azote aminé et en azote ammoniacal (cultures de cing et de 
neuf jours). 

Ceci est dt a la richesse en azote de nos milieux de cul- 
ture et au faible développement des flagellés, considéré au point 
de vue pondeéral. 

Nous pouvons conclure cependant que Eulrichomastix colu- 
brorum n’excréte pas de ferment protéolytique actif et qu’il ne 
produit qu’une quantité trés faible d’ammoniaque. 

Exemples ; azote ammoniacal : témoin &,4, culture 11,2. — 
Témoin 9,8, culture 12,6 (exprimé en millisrammes pour 
100 cent. cubes de milieu.) 


TRICHOMONAS FQCTUS (Riedmiller 1928) 


Introduction. 


Hisroriove. — Trichomonas foetus (Riedmiiller 1928) = Tr. 
genitalis (Witte 1933) a été découvert en 1900 par Mazzanti, 
dans les sécrétions vaginales de la vache. En 1928, Riedmiiller 
établit que ce flagellé était l’agent étiologique de la pyomé- 
trite abortive des bovidés. Ces travaux furent bient6t con- 
firmés par Abelein, Kust, Witte, Daust, etc. 
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Cutrurr. — La culture pure de Trichomonas foetus a été 
obtenue en 1933 par J. Witte a partir du pus provenant d'une 
vache atteinte de pyométrite. La stérilité du pus au point de 
vue bactérien ayant été constatée, l’ensemencement direct en 
bouillon-sang donna une culture pure d’emblée. D’autre part, 
Witte étudia les 19 milieux suivants : 

1° Gélose peptonée avec beaucoup d’eau de condensation ; 


Fic. 2. — Trichomonas fetus (X 2660), d'aprés Wenrich et Emmerson. 


2° Méme milieu avec quelques gouttes de sang dans |]’eau 
de condensation ; 

3° Sérum de cheval coagulé ; 

4° Sérum de beeuf ; 

3° Sérum (cheval ou beeuf) coagulé, avec quelques gouttes 
de sang dans l’eau de condensation ; 

6° Milieu a l’ceuf de Hohn (sans glycérine) avec addition de 
bouillon & l’eau de condensation ; 

7° Méme milieu avec quelques gouttes de sang ajoutées A 
l'eau de condensation ; 


2 
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8° Milieu 6 avec quelques gouttes de sérum ajoutées & l'eau 

de condensation ; 
9° Eau peptonée a 10 p. 100 (peptone de Witte) ; 

10° Bouillon peptoné (pH 7,6) ; 

11° Bouillon trypsiné de Frieber ; 

12° Bouillon de foie de Kitt ; 

AS% Petit: lait + 

14° Lait de vache ; 

15° Liquide amniotique (de bovidé) ; 

16° Purée de cerveau ; 

17° Décoction du contenu du pyométre ; 

18° Décoction de panse ; 

19° Gélose N. N. N. 

Seul le milieu n° 7 (milieu a l’ceuf + sang) donna des 
résultats positifs. D’autre part, le bouillon peptoné additionné 
de 10 p. 100 de sérum de cheval permit également la culture; 
mais le meilleur milieu fut le bouillon-sang (bouillon peptoné 
& pH 7,6 additionné de 53-10 p. 100 de sang de cheval, boeuf, 
chévre ou mouton). Les Trichomonas se multiplient entre pH 
3,5 et pH 8,5. L’optimum se trouve entre pH 7 et pH 7,6. Cul- 
ture a 37°. 

En bouillon sang, Witte avait obtenu, pour 3 souches res- 
pectivement 59, 63 et 50 passages au moment de la publica- 
tion de son travail. Il fait remarquer que la multiplication de 
Tr. foetus peut avoir lieu en milieu liquide et ne dépend pas 
de la présence de particules. 

Glaser et Coria (1933) aux Etats-Unis ont obtenu des cultures 
pures de Tr. foetus sur le milieu L.E.B. de Kofoid et Wagener 
(Locke + ceuft+sang v. page 144), aprés avoir stérilisé les fla- 
gellés par leur méthode de migration dans des tubes en « V ». 

Notons que Glaser et Coria sont les premiers & avoir purifié 
une culture de Trichomonas. 

Riedmiiller (1936 a) dans ses études sur les réactions cultu- 
rales de Tr. foetus a démontré que le sérum était le facteur 
nécessaire dans le milieu au bouillon sang, et que les globules 
rouges seuls (lavés ou hémolysés) étaient dépourvus d’action. 
Il a constaté que le facteur actif du sérum est thermostable et 


n’est pas détruit par un chauffage d’une heure a 70-90° C. 
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Riedmiiller a étudié l’action de plusieurs polysaccharides sur 
la culture et a noté une action favorisante des sucres fermentés 
par Tr. foetus, le glucose en particulier. 

Riedmiiller (4936) a également étudié la respiration de 
Tr. foetus (méthode de Warburg) dans l’oxygéne pur, dans 
lair et dans un mélange de 95 p. 100 de CO+ 5 p. 100 O,. 
La respiration a été la méme dans tous les cas. L’examen 
spectrocopique n’a montré ni cytochrome, ni autre hémochro- 
mogene. 

La réaction des peroxydases est négative et la présence de 
catalase n’a pas pu étre décelée. Riedmiiller constata que le 
bleu de méthyléne en anaérobiose (en tubes de Thunberg) 
est trés rapidement complétement décoloré. 

Il peut ¢tre intéressant, & ce propos, de rappeler que la 
respiration des Protozoaires appartient & deux types : 

1° Respiration inhibée par HCN et par CO : Trypanosomi- 
des (Strigomonas, Leptomonas, A. Lwoff 1932-33), Chlamy- 
domonadinae (Polytoma, M. Lwoff 1934). 

2° Respiration insensible & HCN : Ciliés (Paramecium, Col- 
pidium, Glaucoma Lund 1918, Peters 1929, Gerard et Hyman 
1931, Pitts 1932, M. Lwoff 1934) et 4 CO : Glaucoma (M. Lwoff 
1934). 

La respiration de Tr. foetus appartient & ce deuxiéme 
type (1). 


MareErteL. — Nos premiéres expériences ont été faites avec 
une souche de Tr. feetus aimablement envoyée par le Profes- 
seur J. Witte de Giessen. Cette souche (souche IV de Witte), 
recue le 1° décembre 1933, a été entretenue prés d’un an et 
demi. Par la suite, nous avons recu également du Professeur 


(1) Depuis l’envoi de ce mémoire a l’impression, nous avons pris 
connaissance du travail de Futamara dont nous n’avons pas pu nous 
procurer l’original et que nous citons d’aprés une analyse du 
Zentralbl. f. Bakt. (425, p. 262.). Futamura est arrivé aux mémes conclu- 
sions que les nétres pour ce qui concerne les fermentations glucidiques 
de Trichomonas foetus. Il a montré, d’autre part, que l’adonite n’est pas 
attaquée mais qu’il y a production d’acide A partir du mannose. Il a 
constaté aussi que Tr. foetus ne produit ni H,S ni indol. 

Enfin, Futamura a réussi 4 infecter des cobayes par la voie intrapéri- 
tonéale et intravaginale, mais pas par la voie sous-cutanée ou orale. 
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Witte, en juin 1935, la souche V, qui était & son 202° pas- 
sage. Le Professeur L. Riedmiiller, de Zurich, a bien voulu 
nous envoyer le 13 novembre 1935 sa souche 78 qui avait 
subi 350 passages depuis son isolement en 1933. Enfin, le 
Professeur R.. Glaser nous a donné, en octobre 1935, une 
souche G. 34 isolée par lui & Princeton (U.S.A.). 


MILIEU D’ENTRETIEN. — Nous avons utilisé, comme milieu 
d’entretien, le sérum coagulé recouvert de bouillon addi- 
tionné de 5 p. 100 de sérum de cheval. Le bouillon peut ¢tre 
remplacé par de l’eau peptonée (peptone pepsique d’arachide 
ou peptone de rate Vaillant a 3 p. 100). L’ceuf coagulé total 
additionné de liquide de Locke et de sang défibriné de lapin 
(milieu L. E. B.) a également donné de bons résultats. 

Nous avons également essayé le bouillon+sérum de cheval, 
mais les résultats ont été trés irréguliers, variant avec l’échan- 
tillon de sérum, beaucoup plus que dans le milieu au sérum 
coagulé. 


Etude du comportement des différentes souches 
de Trichomonas feetus. 


Nous devons insister sur le fait que les différentes souches 
de Tr. foetus que nous avons eues entre les mains montrent 
un comportement différent, tant au point de vue des exi- 
gences thermiques, qu’d celui des milieux de cultures. 


TempéRATURES. — La souche IV de Witte a pu étre repiquée 
réguligrement toutes les trois & quatre semaines 4 28°, sur 
milieu au sérum coagulé+bouillon+sérum de cheval. Les 
cultures & 37° restaient vivantes de sept & quatorze jours. 

La souche V de Witte restait vivante de deux 4 quatre 
semaines A 28°; mais il fut impossible de l’entretenir par 
repiquage en série a cette température. 

La souche 78 de Riedmiiller ne s’est pas développée 4 28°, 
mais a pu ¢tre entretenue réguliérement & 32° et a 37° comme 
les souches de Witte. Dans le milieu L.E.B., les flagellés 


156 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


restent vivants de douze & vingt et un jours 4 37° et jusqu’a 
trente jours 4 32°. 

La souche G de Glaser, comme la souche de Riedmiller, 
ne peut étre entretenue & 28°. Les flagellés cependant restent 
vivants de sept a dix jours & 20°-28°. 


Minreux. — Les souches européennes d’une part et la 
souche américaine de l’autre, que nous avons étudiées, pré- 
sentent, au point de vue de leur aptitude a se multiplier dans 
les divers milieux de culture, des points communs et des 
divergences. 

1° Les deux souches de Witte, la souche de Riedmiiller 
(souches européennes), et la souche de Glaser (souche améri- 
caine), se développent parfaitement dans le milieu L.E.B. 

2° Les souches européennes se multiplient en  bouil- 
lon+sérum de cheval (résultats de Witte et de Riedmiiller) et 
dans le sérum de cheval coagulé + bouillon+sérum de cheval, 
mais non Ja souche américaine. 

3° La souche de Riedmiiller donne réguliérement des cultures 
riches dans le bouillon+sérum d’animaux divers, tandis que 
la souche de Glaser n’a jamais pu étre entretenue en série dans 
le sérum d’aucun des animaux étudiés (voir Tableau n° IJ), la 
souche de Witte n’a pas été examinée a ce point de vue. 


Fermentation des glucides et des polyalcools. 


Nous avons utilisé, pour l'étude des fermentations sucrées, 
le bouillon ordinaire additionné de 5 p. 100 de sérum de 
cheval sous huile de vaseline. Le pH est mesuré avec 1’élec- 
trode de quinhydrone. Comme pour l’Eutrichomastix colu- 
brorum, nous étudions comparativement le pH d’un milieu 
témoin additionné de sucre, non ensemencé, et le pH d’un 
autre témoin ensemencé sans addition de sucre. 

Le pH du témoin sans sucre passe de pH 7 & pH 6,8-6,9. 

Les résultats suivants ont été obtenus 

Forte acidification. Le pH tombe de 7,0 a 5,7-6,0 : glucose, 
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galactose, lactose, lévulose, maltose, saccharose, raffinose, 
dextrine et amidon soluble. 

Légére acidification. Le pH tombe a 6,3-6,6, inuline. 

Pas d’acidification. Tous les sucres en C,; : arabinose, xylose 
et rhamnose, et tous les polyalcools: glycérine, érythrite, 
sorbite, mannite et dulcite (Cailleau 1934). 

Ces résultats ont été obtenus avec la souche IV de Witte : 
ils furent identiques avec la souche de Glaser étudiée en 
bouillon+sérum de chat. Riedmiiller (1936a) a obtenu des 
résultats identiques avec les mémes sucres. Il a observé en 
plus, la fermentation du glycogéne et du mannose, et la non 
fermentation de l’inosite. 


Métabolisme azoté de Trichomonas fcetus. 


Comme pour Eutrichomastix colubrorum, les changements 
observés dans la teneur en azote protéique et non protéique, 
en azote aminé et ammoniacal, ont été négligeables (inférieur 
a 1p. 100 de la quantité d’azote total). 

Nous pouvons donc dire que Trichomonas foetus comme 
Eutrichomastiz colubrorum n’excréte pas de ferment protéo- 
lytique et qu’il ne produit pas, pour ainsi dire, d’azote ammo- 
niacal. 


Réactions en présence du sérum de divers animaux. 


Nous avons examiné la valeur, pour Tr. foetus, des sérums 
des 9 espéces animales déja étudiées dans les expériences avec 
Eutr. colubrorum. Les mémes précautions ont été observées 
et la méme technique employée. Les deux souches utilisées 
dans ces expériences ont été la souche 78 de Riedmiiller et 
la souche G. de Glaser. 

La souche G. de Glaser, s’étant développée irréguli¢rement 
et faiblement, contrairement 4 la souche européenne, nous 
indiquons séparément les résultats. 
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TasLeau lla. — Trichomonas fetus. Souche Riedmiiller. 
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(1) Sérum d'un autre individu. 
Sérum mélangé de 3 lapins différents. 
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Tapteau IIb, ~— Trichomonas fetus. Souche Glaser. 
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l) +, Sérum d'un autre individu. 
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R&SULTATS AVEC LA souCHE 78 DE RiepMiiLLER. — Homme. 
— Le sérum humain se trouve parmi les sérums favorables. 
Le sérum de deux individus a donné 4 séries de 5, 10, 11 et 
12 passages. (Notons encore que dans toutes ces expériences 
ou le nombre de repiquages dépasse 10, nous arrétons volon- 
tairement la série.) 

Chat. — Le sérum de chat peut également étre considéré 
comme excellent pour l’entretien de Tr. foetus. Quatre séries 
de 15, 12, 10 et 12 repiquages ont été faites avec le sérum 
de deux animaux différents. 

Cheval. — Comme nous l’avons indiqué précédemment, le 
bouillon + sérum de cheval, ne s’est pas montré un milieu 
trés favorable pour la culture de Tr. foetus. Nous n’avons 
réussi a obtenir qu’une série de 11 repiquages sur 4 séries 
avec le sérum de 3 individus. 

Mouton. — Le sérum d’un mouton a permis une fois 2, 
une fois 3 et une fois 5 repiquages. Le sérum d’un autre animal 
s'est montré négatif. 

Lapin. — Le séruin de lapin s’est montré en général défa- 
vorable pour la multiplication des flagellés. 3 sérums sur 4 
ont donné des résultats négatifs. Un quatriéme sérum (il s’agis- 
sait d’un mélange de 3 sérums différents, mis en tube plus 
de trois mois auparavant) a permis d’obtenir 14 repiquages 
en série. 

Cobaye. — Le sérum de cobaye est trés favorable. Avec le 

‘rum de 6 animaux, nous avons pu obtenir respectivement 
séries de 10, 12 et 14 repiquages. Avec le sérum d’un sep- 
tiéme individu, nous avons obtenu 4 repiquages (série inter- 
rompue faute de sérum). 


s 
2 
rs) 


Rat. — 4 séries avec 4 animaux différents ont toutes été 
négatives. 
Pigeon. — Comme pour Eutr. colubrorum, le sérum de 


pigeon s’est toujours montré négatif (sérum de 4 individus 
différents). 


Poule. — Le sérum de poule donne également des résultats 
négatifs. (4 séries avec 2 individus différents), 


SOUCHE DE GLASER. — La souche de Glaser est, nous l’avons 
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dit, infiniment plus sensible que la souche. de Riedmiiller. 
Aucun des sérums n’a pu donner de résultats nets. 

Avec un sérum humain, nous avons obtenu une fois 12 repi- 
quages, mais dans une autre série d’expériences, avec le méme 
sérum, il n’y a eu que 2 repiquages positifs. Le sérum d’un 
autre individu s’est également montré négatif. 

Nous avons pu obtenir, avec le sérum de chat, deux fois 4 
repiquages et une fois 2 repiquages avec le sérum d’un indi- 
vidu. Le sérum d’un deuxiéme animal s'est montré négatif. 

Le sérum de cobaye a permis une fois 3 repiquages (cultures 
riches), Mais un autre sérum a di étre employé par la suite. 
La culture s’est arrétée aprés 1 repiquage. 

Les sérums de tous les autres animaux se sont montrés 
négatils. 

Malgré la plus grande sensibilité de la souche Glaser, les 
quelques résultats positifs indiquent une certaine concordance 
avec Jes résultats obtenus avec la souche Riedmiiller, car pour 
celle-la comme pour celle-ci, les sérums les plus favorables 
ont été le sérum de chat, de cobaye et d’homme. 


Essais de détermination de la cause de l’absence d’action 
des sérums. 


Nous avons étudié (1937 a) les causes de l’absence d’action 
du sérum de cheval pour Trichomonas columbe (voir p. 170) 
et nous avons montré que l’absence d’action du sérum de 
cheval était due : 1° A son action agglutinante; 2° a l’absence 
d’un facteur de croissance. 

Nous avons essayé de reprendre ces expériences avec I’. 
foetus. : 

Le sérum de poule a 5 et & 10 p. 100 n’exerce aucune 
action agglutinante sur T'r. foetus (souche Riedmiiller). D’ail- 
leurs, dans le bouillon + sérum de poule, on obtient tou- 
jours 1 ou méme 2 repiquages. Nous avons cependant étudié 
comparativement le sérum de poule, non chauffé, et le méme 
sérum chauffé a 56 ou 70°. (Le chauffage & 70° est fait aprés 
dilution en bouillon). Le développement des cultures a été 
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identigue au premier repiquage dans le bouillon + sérum 
non chaulfé et Je bouillon + sérum chauffé a 56°. Dans le 
bouillon + sérum chaufié a 70° la culture a été abondante, 
mais le deuxiéme repiquage a été négatif dans les trois milieux. 

Il semble donc bien que l’absence d’action du sérum de 
poule tienne a l’absence d’un facteur de croissance. 

Nous avons alors essayé de voir si l’on n’obtiendrait pas, 
avee le sérum de cheval chauffé a 70°, des résultats plus 
réguliers. Des tubes de bouillon ont été additionnés de sérum 
de cheval & 5 et 10 p. 100. Une série a été conservée comme 
témoin, une autre a été chauffée trente minutes a 56°, et une 
troisiéme, trente minutes a 70°. 

Il n’y a pas eu de différences entre le sérum non chauffé 
et le sérum chauffé & 56°; les deux ont donné au maximum 
2 repiquages positils. 

Le sérum chauffé & 70° a donné des résultats un peu plus 
favorables, mais la culture a été négative au quatriéme pas- 
sage. 

Ces expériences avec le sérum de poule et avec le sérum 
de cheval ont été reprises avec la souche américaine de Glaser; 
les résultats ont été entiérement négatifs. 

Ktant donné que le chauffage 4 70° produit une coagula- 
tion du sérum, nous avons essayé de voir si la légére amé- 
jioration constatée avec le sérum chauffé pouvait étre due a 
la présence de particules dans le milieu. Du bouillon, contenant 
3 p. 100 de sérum de cheval non chauffé, a été additionné 
des substances suivantes 

1° Blanc d’ceuf (coagulé 4 70° aprés dilution avec une partie 
égale de bouillon) ; 

2° Corps de Bact. coli tués par la chaleur ; 

3° Emulsion de foie de cheval stérilisé & 120°. 

Dans ces trois milieux, le premier repiquage fut positif, le 
second négatif, sauf pour le milieu bouillon sérum + foie, 
qui a permis 3 repiquages. 

Il sera trés difficile de tirer une conclusion de ces expé- 
riences, tant que l’on ne connaitra pas la nature du facteur 
de croissance contenu dans le sérum. 
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TRICHOMONAS COLUMB 4 (Rivolta 1878) 
Introduction et Historique. 


Trichomonas columbe fut découvert et décrit en 1878 par 
Rivolta, et retrouvé ensuite par de nombreux auteurs dans 
diverses parties du monde. On aurait pu supposer que ce 
flagellé, se trouvant a |’état pur dans les organes des pigeons 
malades, dit étre un des premiers Trichomonas isolés en cul- 
ture. Cependant la culture bactériologiquement pure de Tr. 
columbe ne fut réalisée qu’en 1933, par A. Bos, a Utrecht. 

Bos obtint des cultures a partir de foyers nécrotiques de 
pigeons morts de trichomoniase. Les premiéres cultures de 
Bos étaient impures, mais il ne tarda pas a réaliser une 
culture pure a partir du sang du cceur ou de foyers nécroti- 
ques du foie de pigeons sacrifiés en pleine infection. 

C’est avec ces cultures que Bos démontra pour la premiére 
fois que le flagellé est bien l’agent étiologique de la maladie 
du pigeon, fait qui a été confirmé par Cauthens et Harris 
(1938). 

Bos avait cultivé Tr. columbe dans le milieu L. E. 8. (ceuf 
coagulé + solution de Locke additionné de 10 p. 100 de sérum 
de cheval) et en bouillon + foie. Le bouillon peptoné + sang 
a donné des résultats négatifs. Le milieu de Maciel modifié 
(sérum de cheval additionné d’une solution de chlorure de 
sodium 4 0,5 p. 100, milieu stérilisé une demi-heure 4 110°) 
a permis la survie, mais sans multiplication (4). 


(1) Depuis Venvoi de ce mémoire 4 impression, nous avons pris 
connaissance du travail de Schaaf et Schmitt (1937) qui ont étudié le 
développement de Trichomonas columbe dans une vingtaine de milieux. 
Ils signalent entre autre, comme favorables, une série de milieux au 
sérum de cheval qui nous ont donné des résultats négatifs (Voir p. 146). 
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Matériel et recherches préliminaires. 


Nous avons utilisé dans nos expériences une souche aima- 
blement envoyée par le Professeur A. Bos. 

Nos recherches préliminaires ont eu pour but de constituer 
un milieu simple qui puisse servir de point de départ 4 un iso- 
lement des facteurs de croissance. Toutes ces recherches ont 
été faites dans des milieux de pH 6,6 a 7,6 et a une tem- 
pérature de 37°, sauf contre-indication. 

Nous avons essayé plusieurs types de milieux : 


I. — MILIEvUx CONTENANT UN SUBSTRATUM SOLIDE. 


A. SERUM DE CHEVAL COAGULE. — 2 a 3 cent. cubes de sérum 
de cheval stérile sont introduits dans un tube qui est incliné 
et chauffé & 70° pendant trente minutes. On ajoute ensuite asep- 
tiquement une des solutions stériles suivantes : 

a) Bouillon peptoné ordinaire. 

b) Eau peptonée (peptone de rate a 3 p. 100 ou peptone pep- 
sique d’arachide 4 3 p. 100, Vaillant). 

c) Solution de Locke. 

A chacun de ces milieux, on ajoute soit 5 p. 100 de sérum 
de cheval, soit 8 p. 100 d’albumine d’ceuf. 


B. Miiru A BASE D’oEUF CoacuLE. — Nous avons employé 
deux types de milieux : l’un dont la partie solide était cons- 
tituée par de 1l’ceuf total, l’autre par des blancs d’couf (dilués 
avec de la solution de Locke). 

Nous avons ajouté 4 ces milieux solides les mémes liquides 
qu’au milieu a base de sérum de cheval. 

Tous ces milieux ont donné des résultats négatifs, excepté 
le sérum coagulé + bouillon + sérum de cheval, le sérum 
coagulé + liquide de Locke + albumine d’ceuf, et le milieu 
& base d’couf coagulé + bouillon ou & base d’cwuf coagulé 
+ solution de Locke + sérum de cheval ou albumine d’ceuf, 


qui ont donné des résultats irréguliers. 
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Il. — Minievx wiquwes. 


A. MILIEU A BASE D’AUTOLYSAT DE LEVURE, ADDITIONNE A RAI- 
SON DE 40 p. 100 bE : 

a) liquide d’ascite; 

b) sérum de cheval; 

c) albumine d’ceuf; 

d) extrait de foie; 

e) jus de carotte; 

f) sérum de cheval + albumine d’ceuf. 

Tous ces milieux ont donné des résultats négatifs. 


B. Minieu A BASE DE BOUILLON ORDINAIRE. —— Additionné des 
mémes substances que précédemment (A) et en plus d’ami- 
don soluble 4 3 p. 100. 

Seul, le bouillon additionné d’extrait de foie a donné des 
résultats positifs; mais les cultures ont été pauvres et le déve- 
loppement irrégulier. 


C. MILiEux A BASE DE PEPTONE D’ARACHIDE A 3 p. 100 (premiére 
série) ET DE PEPTONE DE RATE A 3 p. 100 (deuxiéme série) addi- 
tionnés des mémes substances que l’autolysat de levure 
(milieu A). 

Les résultats ont été entiérement négatifs. 


D. Miviev A L’EXTRAIT DE FOIE, additionné ou non de sérum 


de cheval (A 10 p. 100). 
Les résultats ont été irréguliers. 


Ill. — Minieu AU FOIE. 


Le foie de veau frais est découpé en petits fragments qui 
sont introduits dans des tubes et additionnés de 3 4 4 volumes 
des liquides suivants : 

a) eau distillée; 

b) eau physiologique; 
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c) solution de Locke; 

d) peptone d’arachide a 1 p. 100; 

e) solution & 3 p. 100 de peptone de rate ou d’arachide; 

f) bouillon ordinaire; 

g) autolysat de levure; 

h) extrait de foie; 

2) solution tampon de phosphates; 

7) solution de phosphates + lécithine + cholestérol. 

L’autolysat de levure a été obtenu par autolyse de trois 
jours & 45° de levure de boulangerie (voir Lwoff, 1932). 

La solution de phosphate était constituée de la facon sur 
vante : NaCl, 0,3; KCI, 0,4; MgCl, 0,005; CaC€l., 0,008; 
K,HPO,, 0,2; KH,PO,, 0,45; NaHCo,, 0,4; eau distillée 100. 
C’est cette méme solution qui a été utilisée dans le milieu (7) 
additionné de 0,08 p. 100 de gélose et de 2 p. 100 d’une 
solution saturée de lécithine et de cholestérol, dans l’alcool 
a 80°. 

L’extrait de foie (milieu h) a été préparé en extrayant 
4 volume de foie broyé avec 2 volumes d’eau distillée dans 
un bain-marie 4 100° pendant une heure ; le liquide surna- 
geant apres décantation est filtré sur une bougie Chamber- 
land L3. 

Tous les milieux au foie, sauf l’autolysat de levure, ont 
donné des résultats positifs. I] faut noter cependant que la 
proportion de foie joue un réle assez important. Quand la 
partie liquide est constituée par un milieu non nutritif (eau 
distillée, eau physiologique, etc.), il faut que le rapport : 


volume du foie en a ie 
soit 3 au minimum. 


volume du liquide 

Si le milieu liquide est constitué par du bouillon peptoné 
ou de l’extrait de foie, il suffit que ce rapport soit de 1/6. 

La quantité de foie qui doit étre ajoutée dans l’eau pep- 
tonée pour assurer la culture, est supérieure A celle qui doit 
étre ajoutée au bouillon. Si Ia quantité de foie ne représente 
que la huitiéme ou la dixiéme partie du volume du liquide, 
aucun des milieux n’est utilisable. 


NUTRITION DES FLAGELLES TETRAMIDES 16 


~ 


IV. — Inriuence pu pH sur LEs CULTURES. 


Dans le milieu bouillon-foie, nous avons constaté qu’au bout 
de deux & trois jours les cultures sont trés abondantes et 
qu’elles décroissent ensuite pour mourir vers le cinquiéme ou 
le sixiéme jour. Il est trés rare que les Trichomonas vivent plus 
longtemps, mais exceptionnellement ils survivent neuf A dix 
jours. Ce qui concorde avec les observations de Bos. 

Dans ces conditions, le pH qui au début est au voisinage 
de 7,0 tombe jusqu’é 4,5-4,6 a la fin de la culture. Nous 
avons pensé que cette acidification était une des raisons de 
la mort des Trichomonas. En effet, par addition au milieu, 
comme tampon, de carbonate de calcium stérile (environ 
1/2 cent. cube d’une suspension a 80 p. 100, pour 8 cent. cubes 
de milieu), nous avons obtenu des cultures de quatorze & vingt- 
cing jours. La survie des Trichomonas peut étre également pro- 
longée, en absence de carbonate de calcium, si les cultures sont 
faites & 32°C; les repiquages des cultures peuvent n’étre effec- 
tués alors que tous les quatorze 4 vingt et un jours. 

De plus, 4 32° et en présence de CaCO;, la durée moyenne 
de la culture peut se prolonger jusqu’a trente-quatre jours. 


V. — INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LES CULTURES. 


Tous nos essais pour obtenir des cultures de Trichomonas 
columbe & des températures inférieures 4 32° ont échoué. 
Les flagellés peuvent vivre une semaine a 30°, se multiplient, 
parfois lentement, mais les résultats sont trés irréguliers. A 
28°, il n’y a pas de multiplication, et les cultures meurent 
en quelques jours. Par contre, 4 une température de 40° (qui 
se rapproche de la température des pigeons), la multiplica- 
tion est accélérée. Une température de 44° peut méme étre 
supportée pendant plusieurs jours par Tr. columbe, mais 
sans qu’il y ait multiplication. 
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Etude de différents tissus et organes. 


Conformément & la conclusion de Bos, le foie de veau ajouté 
au bouillon permet la culture de Tr. columbe. Nous avons 
obtenu des résultats positifs avec du foie de pigeon et de 
lapin. Le foie de pigeon donne des résultats aussi favorables 
que le foie de veau. Avec le foie de lapin, le développement 
des cultures est plus lent. 

D’autre part, nous avons essayé de déterminer si l’action 
du foie était ou non spécifique. Les organes suivants de lapin: 
rate, coeur et intestin, ont donné les mémes résultats favorables 
que le foie de veau. Les organes et tissus suivants : cerveau, 
muscle, pancréas, rein, surrénale, testicule, permettent égale- 
ment l’entretien en série de Tr. columbe. 


Fermentation des glucides et polyalcools. 


Les expériences ont été effectuées en bouillon + intestin de 
lapin, dans les méines conditions et avec les méthodes déja 
décrites (voir p. 150). Le pH du témoin, sans sucre, est A 6,9 
avant lensemencement et 6,3 aprés le développement de la 
culture de Trichomonas. Nous ne concluons a une attaque des 
glucides que lorsque le pH est amené au-dessous de 6,5. 

Nos résultats sont classés de la facon suivante : 

Forte acidification. — Le pH tombe de 6,9 a 5,7-6,0 : glu- 
cose, galactose, maltose, saccharose, dextrine et amidon 
soluble. 

Légére acidification. — Le pH tombe a 6,1-6,3; lévulose, lac- 
tose et inuline. 

Peu ou pas d’acification. — Le pH ne descend pas au-dessous 
de 6,3 ; arabinose, xylose, rhamnose, raffinose, glycérine, 
érythrite, sorbite, mannite et dulcite. 
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Tasieau I. — Trichomonas columbe. Réaction en présence de divers sérums. 
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(4) Sérum mélangé de trois lapins différents. 

#2) Sérum @un autre individu. : ; 

) Meme expérience répélcée trois fois avec les mémes résultats. 


Leena 
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Culture de Tr. columbe en présence de divers sérums. 


Nous avons constaté, comme Bos (1933a) que Tr. columbe 
ne se multiplie pas en bouillon additionné de sérum de lapin 
ou de cheval. Nous avons alors étudié systématiquement, 
comme nous l’avons fait pour Eutr. colubrorum et Tr. foetus, 
l’action du sérum de divers animaux sur la multiplication de 
Tr. columbe. 

Les sérums inactivés par chauffage de trente minutes a 56°, 
trois fois & vingt-quatre heures d’intervalle, sont ajoutés au 
bouillon a raison de 3 a 4 p. 100. 

Le sérum de pigeon (Cailleau 1937 a) est extrémement favo- 
rable. Les sérums de 4 individus différents ont permis respec- 
tivement 12, 15, 10 et 12 repiquages. 

Les sérums de 8 rats ont été étudiés, ceux de.6 d’entre eux 
ont donné des résultats positifs : 8, 10 et 9 repiquages en série. 

Le sérum de cobaye a donné des résultats positifs nets dans 
deux cas : 11 repiquages en série avec le sérum de 2 cobayes 
différents. Dans les autres cas, les cultures ont été arrétées 
au 2° et au 4° passage. 

Avec le sérum de poule, nous n’avons obtenu que 2 repi- 
quages avec un sérum, 3 repiquages avec un autre. 

Le sérum humain et les sérums de chat, cheval, mouton et 
lapin ont donné des résultats négatifs (Tableau n° III). 


Analyse de l’absence d’action du sérum de cheval. 


Nous avons remarqué au cours de nos expériences (Cailleau 
1937a) une action agglutinante réguliére trés marguée du 
sérum de cheval et du sérum de chat. 

Le fait que Tr. columbe ne se multiplie pas en bouil- 
lon+sérum de cheval pourrait tenir & deux causes : 

4° A l’action léthale du sérum ; 

2° A Vabsence du ou des facteurs de croissance dans les 
sérums actifs. 


Nous avons donc entrepris des expériences pour tenter de 
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résoudre ces questions. Nous avons d’abord étudié les moda- 
lités de l’action agglutinante du sérum de cheval. 

Notons pour commencer que nous avons utilisé le sérum 
inactivé. Les expériences ont été faites dans une chambre 
étuve de Foot a 37°, en ajoutant une quantité déterminée de 
culture en bouillon & une quantité variable de sérum. 

Pour une concentration de 5 p. 100 de sérum de cheval, 
Vagglutination commence en moins de trois minutes et les 
mouvements des flagellés sont ralentis. Pour une concentra- 
tion de 50 p. 100 de sérum de cheval les flagellés sont immo- 
bilisés presque immédiatement, ce qui les empéche de s’ag- 
glutiner (expériences faites sur lame). La production des 
courants qui aménent en contact les organismes immobiles, 
entraine la formation de masses de flagellés coalescents. 

Cette propriété agglutinante du sérum de cheval, qui, nous 
Vavons dit, n’est pas détruite par chauffage 4 56°, disparaft 
par chauffage d’une demi-heure 4 70° C. Le sérum est dilué 
en bouillon avant chauffage. Néanmoins, le sérum chauffé a 
70° ne permet pas la culture. L’absence d’action du sérum du 
cheval n’est donc pas due uniquement 4 son action agglu- 
tinante. 

En effet, nous avons constaté que le chauffage a 70°, n’est 
pas responsable de cette absence d’activité, car le sérum de 
pigeon chauffé & la méme température et dans les mémes 
conditions ne perd pas son activité. Nous savons d’ailleurs 
que les facteurs de croissance pour Tr. columbe sont thermo- 
stables puisqu’ils résistent dans le foie & un chaullage de 
vingt minutes a 120°. 

Nous nous sommes assurée que le sérum de cheval chauffé 
a 56° ne renferme pas de substances empéchantes. Ajouté au 
bouillon +sérum de pigeon a des concentrations variant entre 
4,5 et 15 p. 100, il n’empéche pas le développement de la 
culture. Cependant, si la multiplication n'est pas empéchée, 
il y a production de grands amas de flagellés qui se dissocient 
vers la quarante-huitiéme heure environ dans des concentra- 
tions de sérum de cheval inférieures & 10 p. 100. Pour une 
concentration en sérum de cheval supérieure & 15 p. 4100 la 
multiplication est arrétée. 
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Nous nous sommes assurée, d’autre part, que le sérum de 
cheval chauffé & 70° n’est pas toxique, car ajouté au bouil- 
lon+foie & raison de 30 p. 100, il n’empéche pas la multi- 
plication des flagellés. 

De ces expériences nous pouvons donc conclure que si le 
sérum de cheval inactivé est incapable, ajouté au bouillon, 
de provoquer la culture de Trichomonas columbe, cela tient 
a deux raisons : 

1° A son action agglutinante ; 

2° A l’absence d’un facteur de croissance ou au fait que ce 
facteur existe en quantité insuffisante ou sous une forme 
masquée inutilisable. 

Il faut noter d’ailleurs que le sérum de pigeon, lui-méme 
cependant si favorable, posséde également une action aggluti- 
nante. Mais celle-ci ne se manifeste qu’a des titres trés élevés. 
Pour une concentration de 5 p. 100, il n’y a pas d’agglutina- 
tion, et pour une concentration de 50 p. 100, l’agglutination se 
produit, mais la mobilité des flagellés est conservée et les amas 
se dissocient aprés un séjour de deux a trois heures a 37°. 

On voit donc que les sérums des diverses espéces animales, 
considérés comme facteur de croissance, se comportent de 
facon variable. Anticipant sur les résultats qui vont suivre, 
nous pouvons dire que dans le sérum de pigeon, comme dans 
le foie, les deux facteurs de croissance sont présents dont ]’un 
est le cholestérol. Gomme le cholestérol existe dans tous les 
sérums, nous pouvons conclure que c’est le second facteur dont 
Ja nature est encore inconnue, qui manque dans les sérums 
inactifs. 

En effet, si nous ajoutons par exemple, du sérum de cheval a 
raison de 2 p. 100, qui normalement, nous l’avons vu page 170, 
donne seul des résultats négatifs, & du bouillon+foie épuisé 
par l’acétone, nous obtenons une culture riche et repiquable 


en série. Le sérum de cheval apporte donc le cholestérol indis- 
pensable. 


PREMUNITION ANTITUBERCULEUSE 
DU SINGE CYNOCEPHALE 
PAR LES VARIETES LISSES DE BACILLES TUBERCULEUX 
ROLE DE LA VOIE D’INTRODUCTION 
DES BACILLES-VACCINS 
ET DE LA REPETITION DES INJECTIONS 


par L. NEGRE et J. BRETEY. 


(Unstitut Pasteur, laboratoires de recherches sur la tuberculose). 


Dans des publications précédentes [4], nous avons étudié, 
chez les petits animaux de laboratoire, l’action prémunissante 
qu’exerce, vis-a-vis d’une infection tuberculeuse d’épreuve, 
Vinjection préalable de bacilles tuberculeux a& colonies 
lisses isolés de produits pathologiques humains. Ces germes 
d’emblée peu pathogénes ou artificiellement atténués par 
réensemencements successifs sur les milieux de culture 
provoquent, par inoculation sous-cutanée au cobaye ou intra- 
veineuse au lapin, une infection bénigne dont les manifes- 
tations histologiques sont transitoires, mais qui parait se 
prolonger plus longtemps par la présence des bacilles dans 
Vorganisme. A la suite de cette infection passagére, provoquée 
par les variétés lisses de bacilles tuberculeux, le cobaye et le 
lapin présentent une résistance manifeste & une infection 
virulente d’épreuve. Nous avons montré avec J. Valtis que 
cette résistance est plus marquée aprés inoculation de la 
variété lisse que de la variété rugueuse avirulente d’une méme 
souche de bacilles tuberculeux. 

Les propriétés prémunissantes pour les petits animaux de 
laboratoire, de souches analogues de ces bacilles, isolées de 
cobayes neufs, ont été confirmées par A. Saenz, L. Costil et 
M. Sadettin [2], par J. Valtis et F. Van Deinse [3], et par 
F. Van Deinse [4], qui a étudié en particulier leur pouvoir 
vaccinant aprés chauflage. 

A la suite des premiers résultats [5] que nous avons obtenus 
dans la vaccination du singe, en méme temps que F. Armand- 
Delille et M" Bloch [6], nous avons pensé qu’il serait inté- 
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ressant de poursuivre des essais d’immunisation, de cet animal 
avec ces bacilles tuberculeux A colonies lisses, qui se sont 
montrés capables de conlérer une résistance prononcée au 
cobaye et au lapin. Nous nous sommes spécialement attachés, 
dans ces recherches, & étudier le réle joué par la voie d’intro- 
duction des bacilles-vaccins et par la répétition des injections. 

De nombreux auteurs se sont déji efforcés de vacciner le 
singe contre une infection tuberculeuse expérimentale, & 
cause des conclusions qu’on peut en tirer au point de vue de la 
prémunition de l’espéce humaine. 

D’aprés Wilbert, Kraus et Gerlach, Kiister et Elkes, les 
chimpanzés et pithéciens prémunis par le bacille bilié de 
Calmette et Guérin acquiérent, & un degré plus ou moins 
marqué suivant les conditions de l’expérience, une résistance 
& une infection réalisée par Vinoculation d’un bacille tuber- 
culeux virulent, tandis que Schlossmann, Tzekhnovitzer, 
Kirchner et Schneider sont arrivés 4 des résultats contraires. 

Les bacilles que nous avons utilisés dans nos expériences 
d’immunisation des singes sont la souche Ag, que nous avons 
isolée avec J. Troisier des urines d’un malade, et la souche 
Va, obtenue a partir du sang d’un lapin infecté par la voie 
sous-cutanée avec un bacille d’origine humaine. 


Les bacilles de la souche Ag. se développent sur pomme de terre 
glycérinée en colonies lisses et crémeuses. Ils poussent dans la 
profondeur du milieu de Sauton qu’ils acidifient. Ils sensibilisent le 
cobaye a la tuberculine jusqu’a la dilution de 0 milligr. 0001 de bacilles 
inoculés sous la peau. Par inoculation sous-cutanée au cobaye de 
0 milligr. 1 4 10 milligrammes, ils ne donnent A cet animal que des 
lésions locales. Au moment de leur isolement, ils tuaient le lapin en 
quatre 4a cinq semaines par inoculation intraveineuse de 1 milli- 
gramme avec une congestion intense des poumons, du foie et de la 
rate qui présentaient un semis de petites granulations et contenaient 
de nombreux bacilles. Les poules, inoculées dans la veine avec 1 milli- 
gramme et 0 milligr. 01 de cette souche et sacrifiées au bout de quatre 
a six semaines, avaient un foie et une rate congestionnés avec de 
nombreux bacilles acido-résistants. Aprés quelques réensemencements 
sur pomme de terre glycérinée, le pouvoir pathogéne de cette souche 
pour le lapin et la poule a complétement disparu. Les lésions histo- 
logiques produites chez le cobaye et chez le lapin par inoculation de 
ces bacilles 4 virulence ainsi affaiblie sont constituées surtout par des 
jlots épithélioides avec cellules géantes disséminées et par des ilots 
lymphocytaires sans qu’on retrouve, en général, la 


disposition 
classique du follicule. Ces lésions régressent par la suite. 
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La souche lisse Va. ne donne au cobaye, par inoculation sous- 
cutanée de 0 milligr. 1 & 10 milligrammes, que des lésions ganglion- 
naires locales. Les lapins inoculés dans la veine avec 1 milligramme 
ou 0 milligr. 01 de ces bacilles (méme au moment ow ils venaient 
d’étre isolés) survivaient en général A cette inoculation, Cing 4a six 
semaines aprés, ils présentaient cependant, dans leurs organes, des 
flots épithélioides et des cellules géantes disséminées. 

Six semaines aprés l’inoculation intraveineuse de 1 milligramme 
de cette souche, une poule est morte trés amaigrie avec une hyper- 
trophie et une congestion du foie qui, ainsi que la rate, contenait de 
nombreux bacilles. Une autre poule, inoculée dans la veine avec 
0 milligr. 01, a été sacrifiée deux mois aprés l’inoculation, tras 
amaigrie. Elle présentait de trés nombreuses granulations sur le foie ; 
la rate était légerement hypertrophiée. Ces deux organes contenaient 
de nombreux bacilles. 


Nous avons constaté que l inoculation intraveineuse de 
4 milligramme de la souche Ag. au singe cynocéphale, pro- 
voque une augmentation des ombres hilaires et périhilaires 
avec amaigrissement et fiévre passagére et une abondante 
formation d’anticorps. 

Un singe cynocéphale qui avait recu, le 19 février 1935, 
dans la veine 0 milligr. 01 de ces.bacilles 4 colonies lisses, 
puis le 22 mai suivant, 0 milligr. 1 sous la peau, est mort 
le 47 juillet sans lésions macroscopiques ou microscopiques 
tuberculeuses. 

Les cynocéphales inoculés dans la veine avec des. doses de 
ces bacilles comprises entre 0 milligr. 01 et 4 milligramme 
paraissent donc présenter, comme les petits animaux de labo- 
ratoire, une infection passagére et bénigne dont ils guérissent. 

Il était donc indiqué d’apprécier chez le singe le degré 
d@immunité laissée par cette infection bénigne suivant les 
modalités d’injection des bacilles. 

Dans des expériences semblables sur les singes, il faut 
d’abord se mettre, autant que possible, 4 l’abri des contami- 
nations naturelles. Dans ce but, tous les singes cynocéphales 
que nous avons utilisés, de méme que les témoins, ont été 
préalablement examinés par la radiographie pulmonaire, 
l’ophtalmo-réaction & la tuberculine brute (41) et la réaction 


(1) La tuberculine brute, et non la tuberculine diluée comme dans 
la méthode de Calmette, nous a donné des résultats positifs chez des 


singes infectés. 


176 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de déviation du complément en présence du sérum de ces 
animaux et d’antigéne méthylique. Nous n’avons retenu que 
les singes reconnus non tuberculeux par toutes ces 
épreuves (1). 

Nous avons utilisé pour vacciner ces animaux, soit la voie 
intraveineuse (dose unique de 4 milligramme), soit la voie 
sous-cutanée (dose unique de 10 milligrammes). A la suite 
des observations faites par J. Beerens et par l’un de nous 
sur l’efficacité plus grande de doses fractionnées de BCG, 
nous avons, d’autre part, répété chez d’autres singes les 
injections intraveineuses (3 injections de 0 milligr. 04, 
0 milligr. 4 et 1 milligramme 4 un mois d’intervalle) et sous- 
cutanées de ces bacilles (10 injections de 0 milligr. 04). Les 
infections d’épreuve ont été réalisées par inoculation. sous- 
cutanée de 0 milligr 001 d’un bacille humain de virulence 
moyenne ou de 1/5.000 de milligramme d’un bacille bovin trés 
virulent. 


PREMUNITION DU SINGE PAR LA VOIE VEINEUSE. 
INJECTIONS REPETEES DE BACILLES A COLONIES LISSES. 


Les deux singes cynocéphales de ce lot ont recu dans la 
veine, a trois reprises, 0 milligr. 01, 0 milligr. 1 et 4 milli- 
gramme d’une souche lisse. 


ExpériencE I. — Un cynocéphale recoit dans la veine : 

Le 14 février 1935 0 milligr. 01 de la souche Ag. 

Le 5 mars 1935 0 milligr. 1 de la souche Ag. 

Le 22 mai 1935 1 milligramme de la souche Ag. 

Une radiographie effectuée le 15 mai ne montre aucun changement 


(1) Nous devons ajouter que les cynocéphales sernblent en général 
arriver de leur pays d’origine sans infection tuberculeuse. S’ils peuvent 
se contaminer par contact prolongé avec des singes tuberculeux en 
expérience, ils paraissent en général rester indemnes de cette infec- 
tion sil ne sont pas exposés a cette contamination. 

Nous avons, avec M. Pettit et M"° Erber, étudié les singes et en par- 
ticulier les cynocéphales qui servent 4 la préparation du sérum anti- 
polyomyélitique, soit de leur vivant par la radiographie et par la 
recherche des anticorps tuberculeux, soit au moment de leur mort 
par l’ensemencement et Vinoculation de leurs organes au cobaye. Nous 
avons constaté qu’ils sont trés rarement infectés. 
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dans l’état des poumons. Celle faite le 16 aott révéle des ombres 
hilaires un peu chargées. L’animal a nettement maigri. Il recoit le 
16 aodt, ainsi qu’un cynocéphale témoin (a radiographie négative), 
sous la peau de la cuisse droite, 0 milligr. 001 d’une souche de bacilles 
humains virulents. 

A partir du début de décembre 1935, le témoin maigrit. Il est 
sacrifié dans la période préagonique le 9 janvier 1936 ainsi que le 
cynocéphale prémuni resté en bon état. 

A Vautopsie, le singe témoin présente dans l’aine correspondant au 
point inoculé, des ganglions caséeux dont le pus contient des bacilles 
acido-résistants. Dans la cavité péritonéale on constate tout un semis 
de granulations. La rate, trés hypertrophiée, n’a pas de lésions visibles. 
Mais le foie et les poumons sont parsemés de nombreux tubercules. 
Par contre, le cynocéphale prémuni ne présente aucune lésion macro- 
scopique de ses organes. Ceux-ci (foie, rate, poumons, ganglions méseu- 
tériques) ont été inoculés a des cobayes. Seuls ceux inoculés avec les 
poumons ont été tuberculisés. 

L’examen histologique des organes de ces deux animaux montre, 
chez le vacciné, des organes sensiblement normaux sans lésions nodu- . 
laires du type tuberculeux, et chez le témoin, des lésions caséeuses 
tuberculeuses typiques, contenant des bacilles. 


Exprrience II. — Un cynocéphale recoit dans la veine : 

Le 14 février 1935 0 milligr. 01 de la souche Va. 

Le 22 mai 1935 0 milligr. 1 de la souche Va. 

Le 16 aotit 19385 1 milligramme de la souche Va. 

Des radiographies pulmonaires et des réactions de déviation du 
complément, faites le 15 mai 1935 et le 16 aotit 1935, sont restées 
négatives. 

Le 14 janvier 1936, si la radiographie ne montre toujours aucun 
changement dans |’état des poumons, 1’ophtalmo-réaction est devenue 
positive et le sérum fixe 2 doses minima d’alexine en présence d’anti- 
gene méthylique. 

Le méme jour, le cynocéphale prémuni et un cynocéphale témoin 
recoivent, sous la peau de la cuisse droite, 0 milligr. 001 d’une souche 
de bacilles tuberculeux humains. 

Le témoin meurt le 30 avril 1936. Il présente dans l’aine droite 
un gros abcés ulcéré dans le pus duquel on trouve de nombreux 
bacilles acido-résistants. L’épiploon contient de trés nombreuses granu- 
lations. La rate présente deux gros tubercules et plusieurs petits, le 
foie un gros tubercule sur sa face inférieure. A la surface du poumon 
droit on voit de nombreuses granulations de taille variable. Ce singe 
présentait donc une tuberculose en voie de généralisation. 

Le cynocéphale prémuni, sacrifié le jour de Ja mort du témoin, a un 
abceés inguinal droit contenant un pus caséeux. Ce pus, dans lequel 
on n’a pas trouvé de bacilles acido-résistants 4 l’examen microsco- 
pique, a tuberculisé les cobayes auxquels il a été inoculé. Tous les 
organes de ce singe ne présentent aucune lésion tuberculeuse macro- 
scopique. A leur examen histologique on a trouvé de la congestion, 
quelques foyers réactionnels lymphocytaires autour des vaisseaux du 
foie et de rares cellules géantes dans la rate, mais pas de bacilles. 
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Dans ces deux expériences, au moment ow les deux singes 
témoins sont morts avec des lésions tuberculeuses généralisées 
aux organes, les deux cynocéphales prémunis par 3 injections 
intraveineuses de 0 milligr. 01, 0 milligr. 1 et 1 milligramme, 
ne présentaient aucune lésion macroscopique des poumons, 
du foie, de la rate et des reins. 


INJECTION INTRAVEINEUSE UNIQUE DE BACILLES A COLONIES LISSES. 


Deux cynocéphales ont recu dans la veine une injection 
unique de 4 milligramme de la souche Ag. 


Expéirience HT. — Un singe cynocéphale a recu le 21 janvier 1936, 
dans la veine, 1 milligramme de la souche Ag. Le 28 avril suivant 
il est éprouvé, ainsi qu’un cynocéphale témoin, par inoculation sous 
la peau de la cuisse droite de 0 milligr. 001 d’une souche de bacilles 
tuberculeux humains. 

Le singe témoin, qui a beaucoup maigri, meurt le 4 novembre 1936. 
avec des ulcérations au niveau de l’injection a la cuisse et aux deux 
aines. Les poumons présentent d’assez nombreux tubercules dont les 
plus gros ont de 5 4 6 millimétres de diamétre. La chaine ganglion- 
naire iliaque droite est prise et forme une volumineuse tumeur péri- 
tonéale dont le pus contient des bacilles acido-résistants. 

Le singe vacciné, sacrifié le 17 novembre en trés bon état, ne 
présente aucune lésion macroscopique ni au point d’inoculation, ni 
aux organes. 

Les ensemencements sur le milieu de Lowenstein du ganglion 
inguinal droit et d’une adhérence pulmonaire sont restés négatifs. 


Exprériencs IV. — Un cynocéphale qui avait recu, trois mois avant, 
sous la peau de l’abdomen, 10 milligrammes de la souche Ag., est 
injecté dans la veine, le 30 octobre 1936, avec 1 milligramme de la 
méme souche. 

Le 15 décembre 1936, il est éprouvé, ainsi qu’un cynocéphale témoin, 
par inoculation sous-cutanée dans la région interscapulaire, de 1/5.000 
de milligramme d’une souche bovine trés virulente. 

Le témoin meurt trés amaigri le 17 février 1937 avec des tubercules 
juxtavertébraux, de l’ascite et de nombreux tubercules épiploiques et 
mésentériques. Les poumons et la rate contiennent de trés nombreux 
tubercules. Ceux-ci sont plus rares sur le foie. 

Le cynocéphale vacciné est sacrifié 4 la méme date. Il n’a pas d’abces 
le long de la colonne vertébrale, aucune lésion péritonéale ; le foie 
et les reins sont apparemment indemnes. On ne trouve que trois petits 
tubercules @ l’extrémité de la rate et une granulation sur un poumon. 


Les deux cynocéphales, prémunis par injection intraveineuse 
unique de 1 milligramme de bacilles a colonies lisses, précédée 
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chez l'un d’eux de V’injection sous-cutanée de 10 milligrammes 
des mémes bacilles, n’ont donc présenté, a la suite de l’inocu- 
lation virulente d’épreuve, le premier aucune lésion tuber- 
culeuse macroscopique, le second 4 granulations visibles sur 
les poumons et la rate, tandis que les témoins avaient de 
nombreuses lésions sur différents organes. 


INJECTIONS SOUS-CUTANEES REPETEES DE BACILLES 
A COLONIES LISSES. 


Un seul cynocéphale a été prémuni par des injections sous 
la peau, répétées 10 fois tous les deux jours, de 0 milligr. 01 
de la souche Ag. 


EXPERIENCE V. — Un cynocéphale a recu tous les deux jours, Aa 
partir du 21 janvier 1936 et 4 10 reprises, 0 milligr. 01 de la souche Ag. 

Tl a été éprouvé le 28 avril 1936 par imoculation sous-cutanée de 
0 milligr. 001 de bacilles tuberculeux humains. Le témoin a été le 
méme que celui de l’expérience III. 

Le singe vacciné meurt d’une infection secondaire, le 24 septembre 
suivant, aprés une quinzaine de jours d’amaigrissement et d’affai- 
blissement. Il présente de gros ulcéres bilatéraux des aines. Le péri- 
toine, le foie et les poumons sont macroscopiquement indemnes. Sur 
la rate, on trouve 4 petits tubercules d’environ 4 millimétres de 
diamétre. L’examen histologique des poumons et du foie ne révéle 
dans ces organes ni bacilles acido-résistants, ni lésions tuberculeuses ; 
celui de la rate montre quelques rares bacilles et quelques lésions 


typiques. 


A part les 4 petits tubercules de la rate, ce singe, vacciné 
par 10 injections sous-cutanées de la souche Ag, n'a done eu 
que des lésions minimes et circonscrites, alors qu’elles étaient 
plus nombreuses et plus généralisées chez le cynocéphale 
témoin. 


INJECTION SOUS-CUTANEE UNIQUE DE BACILLES A COLONIES LISSES. 


Deux cynocéphales ont été prémunis par une seule injection 


sous-cutanée de 10 milligrammes de bacilles 4 colonies lisses. 


Expérience VI. — Un cynocéphale regoit, le 21 janvier 1936, 10 milli- 
grammes de la souche Ag. par voie sous-cutanée. 
Le 28 avril 1936, il est éprouvé par inoculation sous la peau de la 
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cuisse droite, de 0 milligr. 001 d’une souche de bacilles tuberculeux 
humains virulents. Méme témoin que dans l’expérience IH. 

Le singe prémuni meurt le 20 octobre suivant avec un gros gateau 
péritonéal caséeux, dur comme du cartilage, et de nombreuses granu- 
lations sur ]’épiploon et le mésentére ; le foie et la rate sont indemnes. 
On constate la présence de rares granulations sur les poumons et sur la 
plévre dans la région diaphragmatique, et de la péricardite avec liquide 
clair. 


Expérimence VII. — Un cynocéphale est injecté, le 11 juillet 1936, 
sous la peau de l’abdomen avec 10 milligrammes de la souche Ag. 

Le 16 décembre 1936, il est éprouvé sous la peau de la région inter- 
scapulaire, avec 1/5.000 de milligramme d’une souche bovine trés viru- 
lente. Méme témoin que dans l’expérience IV. 

Le singe vacciné est sacrifié, le 17 février 1937, 4 la mort du témoin. 

Il ne présente pas, comme ce dernier, des abcés le Jong de la colonne 
vertébrale, mais il a plusieurs tubercules sur les poumons et un trés 
eros paquet de ganglions trachéo-bronchiques. On trouve quelques 
granulations sur la séreuse péritonéale et sur le foie. Par contre, la 
rate est macroscopiquement indemne. 


Les deux cynocéphales, prémunis par une imjection sous- 
cutanée de 10 milligrammes d’une souche de bacilles tuber- 
culeux a colonies lisses, n’ont done pas présenté la méme 
résistance & une infection virulente d’épreuve que les animaux 
des expériences précédentes. Il n'y avait qu'une différence de 
degré entre leurs lésions et celles des singes témoins. 


CONCLUSIONS. 


I] ressort de ces essais que, pour l’immunisation des singes 
cynocéphales effectuée chez tous les singes, sauf un, avec la 
méme souche de bacilles tuberculeux & colonies lisses, la voie 
veineuse parait supérieure a la voie sous-cutanée et que, pour 
chacune de ces voies, les injections répétées de ces bacilles 
donnent de meilleurs résultats. que l’injection d’une dose 
unique. 

Ce n’est qu’aprés Vinjection préalable, 4 3 reprises et A un 
mois d’intervalle, de 0 milligr. 01, 0 milligr. 1 et 4 milli- 
gramme de bacilles 4 colonies lisses que les singes, ensuite 
éprouvés par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 001 d’une 
souche de _ bacilles tuberculeux humains de_ virulence 
moyenne, nont présenté aucune lésion de leurs organes au 
moment de la mort des témoins qui avaient une tuberculose 
cénéralisée. 
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Apres ceux du lot précédent, les singes qui ont acquis la 
résistance la plus prononcée par l’injection de bacilles tubercu- 
leux a colonies lisses sont ceux qui ont recu en une seule fois 
1 milligramme de ces germes par la voie veineuse. 

L’un d’eux ne présentait aucune Iésion macroscopique des 
organes, l’autre, qui avait recu, antérieurement a I’injection 
intraveineuse, 10 milligrammes de bacilles A colonies lisses sous 
la peau, avait 3 tubercules sur la rate et 1 tubercule sur un 
poumon, tandis que les témoins, morts six mois et deux mois 
aprés l’inoculation virulente d’épreuve, avaient de nombreux 
tubercules sur différents organes. 

Chez un cynocéphale vacciné par 10 injections sous-cutanées 
de O milligr. 04 de bacilles & colonies lisses et mort d’une 
infection intercurrente cing mois aprés l’inoculation virulente 
d’épreuve, les seules lésions constatées ont été 4 petits tuber- 
cules disséminés sur la rate. Les coupes histologiques des 
poumons et du foie de cet animal n’ont pas révélé la présence, 
dans ces organes, de lésions tuberculeuses. Le singe témoin, 
mort un mois plus tard, avait un certain nombre de tuber- 
cules sur les poumons, ainsi qu'un volumineux tuberculome 
dans la cavité péritonéale et de gros ganglions caséeux de 
la chaine iliaque droite. 

Par contre, chez 2 cynocéphales prémunis par injection 
unique sous la peau de 10 milligrammes, il n’y avait qu’une 
différence de degré entre les lésions des vaccinés et celles des 
témoins, sensiblement plus prononcées. 
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ETUDE 
DE LA TOXI-INFECTION TUBERCULEUSE DU LAPIN 
DITE DU TYPE YERSIN 


par F. VAN DEINSE. 


(Institut Pasteur, laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


En 4888, A. Yersin publia (14) un mémoire intitulé Etude 
sur le développement du tubercule expérimental, dans lequel 
il décrit les lésions qu’on trouve chez les lapins inoculés avec 
d’assez fortes doses d’une culture de bacilles tuberculeux d’ori- 
gine bovine. Cette culture, inoculée par voie veineuse, tuait 
les lapins aprés une survie moyenne de dix-sept a dix-huit 
jours (limites extrémes : le douziéme et le vingt-septiéme jour). 
A Vautopsie, on ne trouvait, comme lésions macroscopiques, 
qu’une rate trés hypertrophiée, souvent énorme, et un gros 
foie; nulle part aucun tubercule apparent. Les lapins mou- 
raient dans un état de laiblesse croissante. 

Quand Straus et Gamaleia étudiérent, en 1891, les proprié- 
tés pathogéniques du bacille tuberculeux aviaire, découvert 
en 1889 par Rivolta, ils décrirent 4 leur tour une tuberculose 
du lapin, évoluant rapidement vers la mort sans causer de 
lésions visibles a ]’ceil nu (2). 

On appelle aujourd’hui « tuberculose du type Yersin » ces 
formes rapidement mortelles de tuberculose expérimentale, 
évoluant chez le lapin sous l’aspect d’une septicémie ou d’une 
toxi-infection, aprés inoculation intraveineuse de fortes doses 
de bacilles tuberculeux, soit du type bovin, soit du type 
aviaire. 

Nous nous sommes attaché, depuis quelques années, a 
l’étude de cette forme spéciale, évidemment tout a fait artifi- 
cielle, de tuberculose du lapin, et nous nous proposons d’expo- 
ser dans ce mémoire les résultats des recherches entreprises 
a cet effet avec différents collaborateurs. 


(1) Ces Annales, 2, 1888, p. 245. 
(2) Archives de médecine expérimentale, 31, 1891, -p 457. 
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DESCRIPTION CLINIQUE DE LA TUBERCULOSE YERSIN DU LAPIN, 


Nous avons déja exposé briévement les résultats de nos re- 
cherches avec M. A. Domanski sur ce sujet dans un travail 
antérieur (3). Depuis, en continuant nos recherches, nous 
navons pu que confirmer ces résultats. 

Il est indispensable, pour obtenir la maladie typique, de se 
servir de bacilles bovins hautement virulents, et de bacilles 
aviaires nouvellement isolés, possédant également une grande 
virulence, et poussant sous la forme de colonies crémeuses. 
L’injection intraveineuse de 1 milligramme de telles cultures 
est suffisante pour déclencher la tuberculose Yersin chez le 
lapin. 

En général, linfection & bacilles aviaires évolue un peu 
plus rapidement que celle 4 bacilles bovins, comme les données 
suivantes le montrent. En effet, l’injection intraveineuse est 
suivie d’une période d’incubation, d’une durée moyenne de 
sept jours pour le bacille aviaire, de douze jours pour l’in- 
fection bovine, pendant laquelle le poids des animaux aug- 
mente réguliérement, et Ja température reste stationnaire. 
Celle-ci commence a4 dépasser 39°5 a partir du huitiéme jour 
pour l’infection & bacilles aviaires, et a partir du treiziéme 
jour pour l’infection bovine. Elle s’éléve jusqu’dé 41° et au- 
dessus en deux & quatre jours, pour redescendre ensuite jus- 
qu’a la mort de l’animal, dans les cas ot la survie est suffi- 
samment longue. Le poids commence généralement a des- 
cendre en méme temps que la température monte, mais il se 
produit une cachexie dans le seul cas d’une survie suffisam- 
ment longue. Nous avons, en effet, constaté une survie 
moyenne de dix-sept jours, mais variant entre douze et vingt- 
six jours pour l’infection aviaire, et une survie moyenne de 
vingt et un jours, mais variant entre douze et trente-deux 
jours pour l’infection a bacilles bovins. Nous avons vu une 
cachexie prononcée s’installer chez les animaux ayant sur- 
vécu de vingt-quatre a trente-deux jours 4 l’inoculation; ceux 
qui meurent aprés douze 4 quinze jours conservent souvent une 


(3) C. R. Soc. Biol., 449, 1935, p. 1297. 
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apparence de bonne santé jusqu’a la veille de leur mort, qui 
survient subitement aprés quelques convulsions. On _ peut 
donc distinguer parmi ces animaux deux catégories extrémes 
bien distinctes : ceux chez lesquels la maladie évolue pour 
ainsi dire .naturellement, tuant les lapins par intoxication 
intense, entrainant la cachexie profonde, et ceux qui meurent 
brusquement avant que la maladie ait pu produire des rava- 
ges apparents. 

Une étude hématologique a été faite chez le lapin au cours 
de la tuberculose Yersin par M.-A. Domanski dans notre la- 
boratoire (4). 

Voici les faits qui résultent des recherches de cet auteur. 

Les modifications sanguines au cours de la tuberculose 
Yersin chez le lapin, sont & peu prés identiques pour |’infec- 
tion a bacilles aviaires et pour l’infection a bacilles bovins. On 
peut, par conséquent, les résumer ensemble. 

Dés la période d’incubation, vers le cinquiéme ou sixiéme 
jour, on trouve une anémie trés légére, qui devient brusque- 
ment trés importante au moment ot la température commence 
a monter. Le nombre de globules rouges est alors diminué 
jusqu’& 78 & 41 p. 100 de la valeur normale ; le taux d’hémo- 
globine descend jusqu’a 70 4 42 p. 100, et méme, dans un cas 
extréme jusqu’éa 28 p. 100. La valeur globulaire, toutefois, 
reste au-dessous de 1. Cette diminution considérable des glo- 
bules rouges et de l’hémoglobine est accompagnée d’anisocy- 
tose, de polychromatophilie, coincidant avec l’apparition de 
globules rouges nucléés. Au moment ot la température com- 
mence & descendre, annoncant la mort prochaine, il y a une 
légére tendance paradoxale a |’amélioration : augmentation 
légére des globules rouges, etc..., qui peut durer un a deux 
jours ; mais en méme temps |’animal maigrit rapidement, et 
bientét l’anémie s’aggrave de nouveau jusqu’é la mort. On 
trouve, a ce stade terminal, de la poikilocytose, et les globules 
rouges nucléés disparaissent. Dans les cas ot le lapin meurt 
vers le douziéme jour, cette anémie grave n’a pas le temps de 
s’installer, et reste a l'état d’ébauche. 

Quant a la formule leucocytaire, ce qui frappe surtout, c’est 


(4) C. R. Soc. Biol., 422, 1936, p. 385. 
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une augmentation importante du pourcentage des monocytes, 
qui peut méme monter, dans certains cas extrémes, jusqu’a 
60 p. 100. Cette monocytose, qui est accompagnée d’une lym- 
phocytose modérée, s’installe toujours pendant le troisiéme 
tiers de l’évolution de la maladie ; elle coincide avec la chute 
de poids, 1’élévation maxima de la température, la diminution 
notable du nombre des globules rouges et du taux de l’hémo- 
globine. Elle rediminue vers la fin de la vie de l’animal. Elle 
fait défaut ou est seulement ébauchée chez les lapins qui meu- 
rent aux environs du douziéme jour, comme font également 
défaut les autres modificatoins profondes du sang, décrites 
plus haut. 

On voit trés nettement, dans cette maladie a issue toujours 
fatale, l’augmentation du rapport monocytes-lymphocytes, 
signe indiquant la gravité du pronostic. [Doan et Sabin (5), de 
Sanctis Monaldi (6)]. Vers la fin, le taux des polynucléaires 
neutrophiles augmente, ce qui constitue également un mauvais 
signe. Ainsi par exemple chez un lapin, mort le dix-huitiéme 
jour aprés l’inoculation intraveineuse de 41 milligramme de 
bacilles bovins, le rapport monocytes-lymphocytes, qui était de 
8/27 le septiéme jour, monta jusqu’éa 9,5/18 le jour de la 
mort, et le taux de polynucléaires neutrophiles, de 53,5 p. 100 
le septiéme jour, aprés avoir passé par un minimum. de 28,5 
p. 100 le treiziéme jour, remonta a 54,5 p. 100 le dix-huitiéme 
jour. . 

En méme temps que cette monocytose se développe, appa- 
raissent des signes de dégénérescence toxique parmi les mono- 
cytes : protoplasma vacuolaire, noyaux déchiquetés, multilo- 
bés, « en bouées de sauvetage », que M.-A. Domanski com- 
pare a ceux décrits par S. Nicolau, P. Poincloux, L. Kop- 
ciowska et G. Balmus (7) au cours des intoxications du lapin. 
Cette analogie semble bien indiquer, en effet, existence, dans 
la tuberculose Yersin, d’une intoxication grave, se maniles- 
tant pendant le troisiéme tiers de la maladie chez les lapins 
qui ne sont pas morts vers le douziéme jour. 


(5) J. Exp. Med., 52, 1930. 
(6) Ces Annales, 44, 1930, p. 70. 
(7) C. R, Acad. des Sciences, 497, 1933, p. 1763%; Ges Annales, 52, 


1934, p. 316. 


186 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


On peut d’autant plus penser & une toxi-infection dans la 
maladie de Yersin, bien davantage qu’& une septicémie, que 
les bacilles ne se multiplient pas dans le sang, comme cela 
devrait étre le cas dans une vraie septicémie. En effet, des 
ensemencements de sang elfectués au cours de |’évolution 
d’une tuberculose Yersin a bacilles aviaires par A. Saenz et 
par P. Soulié (8), ont montré que ces bacilles ne se retrouvent 
bientOt plus dans le sang circulant qu’d raison de quelques 
unités par centimétre cube, pour n’y réapparaitre avec abon- 
dance qu’aux approches de la mort. Comme le dit A. Boquet, 
« les bacilles tuberculeux se comportent comme des particules 
inertes dés qu’ils ont pénétré dans la circulation sanguine » (9). 
EK. Loukidis et T. Kielanovski (10), reprenant dans notre labo- 
ratoire ces expériences, ont eu des résultats tout a fait analo- 
gues. Ces auteurs ont pu constater la présence de bacilles 
tuberculeux aviaires S dans le sang de deux lapins pendant 
toute la durée de l’évolution de la tuberculose Yersin, déter- 
minée par une inoculation intraveineuse de 1 milligramme 
de ces bacilles. Cette bacillémie semble avoir été favorisée 
par une infection intestinale intercurrente chez l’un des deux 
lapins, les bacilles dans le sang s’étant montrés beaucoup 
plus nombreux chez ce dernier, alors que chez l’autre lapin 
{eur nombre n’a pas dépassé la valeur de quelques unités par 
centimétre cube de sang. 

Par conséquent, la tuberculose Yersin n’est pas une septi- 
cémie, quoique l’allure de la maladie, et surtout les résultats 
de l’autopsie, que nous exposerons plus loin, le fassent sup- 
poser. 

Il était intéressant de compléter nos connaissances concer- 
nant cette infection par un examen chimique du sang des 
lapins, au cours de la tuberculose Yersin. C’est & quoi s’est 
occupé dans notre laboratoire E.-S. Panayotopoulo (14). 

Déja en 1934, G. Barbera (12) attira attention des clini- 


(8) Cités par A. Boquet: Revue d’Immunologie, n° 2 mars 1935, 
p. 188 ; et A. Saenz, Ces Annales, 52, 1934, p. 645. 

(9) Revue d’Immunologie, n° 2, mars 1935, p. 188. 

(10) GC. R, Soc. Biol; 422. 1936, p27. 

(11) C. R. Soc. Biol., 120, 1935, p. 604 et 695 ; et 422, 1936, p, 275. 

(12) Hl Policlinico, 44, n° 50, 1934. p. 1965. 
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ciens sur l’utilité pour le pronostic d’un examen du fonc- 
tionnement du foie chez les tuberculeux pulmonaires, car il 
semble que les lésions hépatiques ont une action délavorable 
sur la marche de la tuberculose. 

Les recherches de Panayotopoulo ont porté sur le taux en 
acides aminés dans le sang, sur l’index tyrosine des poly pep- 
tides sériques et sur la glycémie expérimentale chez le lapin 
au cours de |’infection tuberculeuse Yersin. Cet auteur a opéré 
avec deux groupes de 4 lapins chacun, dont le premier fut 
infecté par voie veineuse avec 1 milligramme d’un_bacille 
aviaire, et le second avec 0 milligr. 1 d’un bacille bovin trés 
virulent. Ces inoculations ont provoqué chez les animaux une 
tuberculose Yersin, rapidement mortelle, évoluant en 
moyenne en trois semaines pour le bacille aviaire, et en 
quatre semaines pour le bacille bovin. Les différentes déter- 
minations chimiques furent effectuées sur du sang extrait des 
animaux aprés un jetne chaque fois de dix-huit heures. Les 
valeurs normales avaient été établies préalablement chez ces 
mémes animaux, avant l’inoculation virulente. Nous n’en- 
trerons pas ici dans le détail de ces expériences, et nous résu- 
merons seulement les résultats de ces recherches, qui ont 
montré : 1° pour les acides aminés une augmentation notable 
dés la premiére semaine de la maladie, augmentation qui ne 
cesse de s’accentuer jusqu’é la mort des animaux ; les chit- 
fres sont & peu prés semblables, qu’il s’agisse de l’infection 
A bacilles aviaires ou de l’infection a bacilles bovins (de 6 a 
7 milligrammes pour 4100 cent. cubes de sang exami- 
né chez le lapin normal, jusqu’é 9 milligr. 5 & 40 milligr. 3 
vers la fin de la maladie) ; 2° pour les polypeptides sériques 
une augmentation progressive, continuant également jusqu’a 
la mort (de 8 a 9 milligrammes pour 1.000 cent. cubes 
de sang A l’état normal, jusqu’é 30 a 40 milligrammes vers 
le moment de la mort), et pour la glycémie expérimentale 
(consécutive & l’ingestion de 6 grammes de glucose apres un 
jetine de dix-huit heures), d’abord dés la premiére semaine 
de la maladie une légére augmentation, mais un écart beau- 
coup plus prononcé pendant la derniére semaine qui précéde 
la mort de Vanimal (les chiffres moyens sont de 1 p. 1.000 
avant, et 1,30 deux heures apres l’ingestion de glucose a 
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l’état normal ; de 0,88 avant et de 2,45 p. 1.000 une heure 
apres l’ingestion dans la troisisme semaine de la maladie de 
Yersin & bacilles aviaires ; de 0,80 avant et de 2,05 p. 4.000 
deux heures aprés l’ingestion de glucose dans la quatri¢éme 
semaine de la tuberculose Yersin 4 bacilles bovins). 

L’auteur, en résumant ses résultats, conclut que la pertur- 
bation du métabolisme de l’azote, l’augmentation progressive 
de Vindex tyrosine des polypeptides sériques et 1’élévation 
anormale de la courbe de la glycémie provoquée, pourraient 
étre considérées, sous toutes réserves nécessaires, comme un 
« faisceau de symptémes par lesquels se trahit cliniquement 
Valtération histo-pathologique profonde du foie causée par 
la toxi-infection tuberculeuse du type Yersin chez le lapin ». 

Nous allons maintenant exposer les résultats de l’autopsie 
et de l’examen histo-pathologique des Japins, morts de tuber- 
culose Yersin, ce qui nous permettra de préciser le réle nocit 
joué dans cette infection par les poisons bacillaires. 


AUTOPSIE ET EXAMEN ANATOMO-PATHOLOGIQUE (13). 


Infection a bacilles aviaires. 


Poumons. — Aspect macroscopique : dans la plupart des cas aspect 
vilreux, rarement parsemés de petites granulations ou de petits points 
d’hémorragie ; congestion légére ; moins souvent aspect normal. 

Examen microscopique : tramite (infiltration aA polynucléaires et 
histiocytes) ; souvent cedéme alvéolaire ; semis de nodules épithé- 
lioides (quelquefois avec caséification) dans la plupart des cas. Souvent 
congestion prononcée. En général, d’assez numbreux bacilles. 


Ratr. — Aspect macroscopique : tuméfaction importante (de cing a 
seize fois le volume normal) sans lésions visibles. 

Examen microscopique : Invasion massive de cellules épithélioides 
avec Ou sans nécrose, avec ou sans hémorragies, de nombreuses cel- 
lules géantes ; quelquefois des nappes réactionnelles 4 prédominance 
histiocytaire. Une fois nous avons trouvé les corpuscules transformés 
en follicules caséeux, et macroscopiquement visibles comme un semis 
de petites granulations. Bacilles extré¢mement nombreux. 


(18) Nous donnons ici une description moyenne des résultats d’au- 
topsie et d’examen microscopique de 31 lapins infectés avec des bacilles 
aviaires ou des bacilles 4 colonies S, se comportant comme des aviaires, 
et de 17 lapins inoculés avec des bacilles bovins trés virulents. Nous 


remercions M. Bablet, qui a bien voulu nous aider a l’interprétation 
des counes. 
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Form, — Aspect macroscopique : Normal ou congestionné, ou légze- 
rement décoloré. 4 

Examen microscopique : Quantité énorme d’ilots réactionnels irré- 
guliers 4 contenu polymorphe : histiocytes, polynucléaires, lymphocy- 
tes, cellules géantes, souvent caséeux au centre, de dimensions plus 
ou moins étendues, jusqu’A former des nappes réactionnelles, et mor- 
celant quelquefois les travées. Bacilles trés nombreux, quelquefois plus 
nombreux encore que dans la rate. 


Reems. — Aspect macroscopique : normal ou décoloré, avec ou sans 
marbrures. 

Examen microscopique : quelquefois dégénérescence granuleuse de 
quelques tubes contournés et tubes de Henle ; réaction interstitielle 4 
polynucléaires ; ou bien dilatation des glomérules ; avec ou sans pyc- 
nose, avec Ou sans congestion, ectasie vasculaire ; rarement cytolyse 
des tubes contournés. Pas de bacilles. 


Infection a bacilles bovins. 


Poumons. — Aspect macroscopique : Semis dense de petites granula- 
tions grises, souvent déja caséeuses, dans du tissu congestionné ou 
non ; quelquefois semis de foyers confluents de bronchopneumonie. 

Examen microscopique : OKdéme avec ou sans hémorragies ; infiltra- 
tion épithélioide nodulaire caséeuse ; souvent congestion. Bacilles en 
général extrémement nombreux. 


Rate. — Aspect macroscopique : Tuméfaction souvent importante 
(de 2 a 12 fois le volume normal), sans lésions visibles (une fois un 
semis de points gris 4 peine visibles). 

Examen microscopique : invasion de nappes ou de nodules épithé- 
lioides avec caséification et souvent congestion, allant jusqu’a l’hé- 
morragie massive. Trés nombreux bacilles. 


Foz. — Aspect macroscopique : congestion. 

Examen microscopique : congestion, hémorragies, semis d’ilots in- 
flammatoires du type exsudatif, souvent caséeux. Bacilles généralement 
trés nombreux. 


Reims. — Aspect macroscopique : normal. 
Aspect microscopique :'De nombreux nodules caséeux a bacilles ; 
congestion glomérulaire ; cytolyse de tubes plus ou moins nombreux. 


On constate, en lisant cet apercu, qu’il existe une dilférence 
anatomique entre la tuberculose a bacilles aviaires et celle 
due au bacille bovin. L’infection aviaire ne cause en général 
aucune lésion nodulaire visible a l’ceil nu ; Strauss et Gama- 
leia l’avaient déja remarqué en 1891 (14). Le bacille bovin, 


(14) Loc. cit. 
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au contraire, donne toujours lieu & une granulie intense des 
poumons, méme chez les lapins, morts précocement le dou- 
zieme jour. Cette dilférence macroscopique entre la tuber- 
culose Yersin a bacilles aviaires et celle causée par les bacil- 
les bovins, que nous avons déja exposée avec M.-A. Do- 
manski dans la note citée plus haut, fut confirmée par A. 
Saenz et L. Costil (45). Mais microscopiquement la différence 
est encore plus prononcée. Les lésions histo-pathologiques du 
poumon dues au bacille aviaire, sont surtout caractérisées par 
une infiltration & polynucléaires et a histiocytes de la trame, 
alors que, dans l’infection bovine, linfiltration nodulaire 
prend nettement le dessus dans cet organe. De méme dans 
les reins les lésions causées par le bacille aviaire ont plutdt 
un caractére toxique banal, alors que le bacille bovin y pro- 
voque beaucoup plus de vrais nodules tuberculeux. Par con- 
tre, dans la rate et le foie, les deux espéces bacillaires don- 
nent des lésions tout 4 fait superposables, caractérisées sur- 
tout par une invasion massive de cellules épithélioides dans 
la rate, et par des flots inflammatoires en général trés nom- 
breux, de type surtout exsudatif, & contenu polymorphe, 
dans le foie. Sur les frottis des différents organes on trouve 
de trés nombreux bacilles, pouvant atteindre des quantités 
vraiment formidables dans la rate et le foie ; mais on n’en 
trouve pas ou peu dans les reins. Les bacilles phagocytés 
par les macrophages cultivent dans ces cellules qui peuvent 
étre littéralement bourrées de bacilles innombrables, ce qui 
fait que certains frottis sont parsemés de grands amas bacil- 
laires denses et ronds. C’est sans doute cette accumulation de 
bacilles dans les mononucléaires, qui donne lieu a la grande 
activité formatrice de ces cellules, sur laquelle Max Lurie a 
attiré lattention (16), et dont sont témoins les véritables 
nappes épithéhoides qu’on trouve dans la rate de ces ani- 
maux, et dans lesquelles on est en droit de voir une réaction 
de défense. Cette invasion épithélhioide de la rate coincide 
avec augmentation du taux des monocytes dans le sang, 
observée par M.-A. Domanski, et se trouve 4 son apogée, 


(15) Ces Annales, 55, 1935, p. 518. 
(16) Henry Phipps Institute, 23° Rapport, 19381. 
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comme celle-ci, vers le vingtiéme jour de la maladie. A. Bor- 
rel avait déja signalé l’existence d’une mononucléose san- 
guine, coincidant avec la réaction macrophagique locale dans 
la tuberculose expérimentale (47). 

Enfin examen microscopique du foie révéle des lésions 
suffisamment graves, pour justifier l’existence d’une pertur- 
bation notable du métabolisme de cet organe, telle que E.-S. 
Panayotopoulo l’a constatée dans les expériences mentionnées 
plus haut. 

En résumé, on peut déduire, des examens anatomo-patho- 
logiques, que le bacille aviaire se distingue surtout par sa 
toxicité, le bacille bovin par sa virulence. Pour éclaircir ce 
point, nous rappelons ici briévement nos expériences, effec- 
tuées chez le lapin avec des bacilles aviaires morts, et dont 
quelques-unes ont déja été publiées antérieurement (18). 


REPRODUCTION DES IMAGES MACRO- ET MICROSCOPIQUES 
DE LA TUBERCULOSE YERSIN CHEZ LE LAPIN PAR DES INJECTIONS 
DE BACILLES AVIAIRES S MORTS. 


Voici ce que ces expériences nous ont appris : Quand on 
traite des lapins par des injections intraveineuses répétées de 
bacilles tuberculeux du type aviaire 4 colonies crémeuses, 
tués par chauffage (une heure a 70°), & la dose de 4 milli- 
gramme de corps bacillaires chacune, et 4 cing jours d’in- 
tervalle, les animaux meurent souvent quelques heures 
apres la sixiéme a4 huitiéme injection. On trouve alors a l’au- 
topsie la rate trés tuméfiée (jusqu’é dix fois le volume nor- 
mal), les poumons vitreux, plus rarement couverts de pété- 
chies, le foie décoloré. A l’examen histologique on ne trouve 
pas de formations nodulaires spécifiques, mais une forte 
congestion, des hémorragies (surtout dans la rate), de fortes 
infiltrations histio-lymphocytaires avec quelques cellules 
géantes, et une prolifération dilfuse épithélioide forment 
les caractéristiques des images. On ne trouve pas de bacilles. 
En mn’injectant pas toutes les doses de bacilles aviaires 


(17) Ces Annales, 7, 1893, p. 593. : 
(18) C. R. Soc. Biol., 420, 1935, p. 1063 ; 124, 1937, p. 893. 
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morts par voie veineuse, mais en les inoculant par voie 
sous-cutanée a partir de la quatriéme dose, on assiste, dans 
certains cas, & une mort par cachexie. A l’autopsie on voit 
la rate, dans ces cas, moins tuméfiée que chez les lapins ino- 
culés exclusivement par voie veineuse, mais par ailleurs les 
images se superposent. Histologiquement, & part de l’aplasie 
dans la rate et de la cytolyse et pycnose des tubes contournés 
dans les reins, les lésions sont également tout a fait compa- 
rables a celles trouvées dans la premiére catégorie de lapins. 

Ainsi donc peut-on réussir & imiter par des injections de 
bacilles aviaires morts les deux formes de la maladie de Yer- 
sin, celle ot le lapin meurt en pleine santé apparente, et celle 
ot l’animal ne succombe qu’aprés étre devenu cachectique. 
Les bacilles étant morts, il ne peut évidemment s’agir ici de 
virulence, et on ne peut attribuer leur effet qu’a une action 
toxique. D’ailleurs, histologiquement on voit bien que le fac- 
teur virulence manque, puisque les formations nodulaires, 
qui accompagnent toujours, dans la tuberculose Yersin a ba- 
cilles vivants, les lésions proprement «toxiques », sont absentes 
chez les animaux a bacilles morts. La différence entre 
les deux catégories d’images histologiques, celles dues au 
bacille aviaire vivant d’une part, et celles causées par le 
bacille aviaire mort de l’autre, est imputable au facteur « vi- 
rulence » proprement dite. Comme on le voit, le facteur 
« toxicité » semble jouer un réle important, a cdté de la viru- 
lence. Nous savons, depuis les recherches de A. Borrel, L. 
Boéz et A. de Coulon, qu’il n’y a pas de relation obligatoire 
entre la virulence des bacilles tuberculeux et leur toxicité (19). 

Nous avons remarqué que cette toxicité est surtout |l’apa- 
nage des cultures aviaires tout a fait récentes, poussant sous 
forme d’un enduit glaireux. 

Déja en 1890, Maffucci (20) avait constaté qu’en inoculant 
a des ceufs des cultures stérilisées de bacilles tuberculeux 
aviaires, et en soumettant ces ceufs 4 incubation, on pouvait 
obtenir des poussins cachectiques, mais non tuberculeux. Il 
obtint également la mort par cachexie de cobayes traités de 


(19) Ces Annales, 37, 1923, p. 1012. 
(20) Zentr. d. Allgem. Path., 4, 1890, p. 825. 
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différentes maniéres avec des bacilles tuberculeux humains 
tués par la chaleur. Ces faits ont été vérifiés dans la suite par 
A. Calmette et M. Breton (21), et par beaucoup d'autres 
auteurs (22). 

Or, on sait que la toxicité du bacille tuberculeux s’exerce 
surtout chez l’animal en état d’allergie. Nous voyons, en effet, 
que l’injection de bacilles aviaires ou bovins vivants & haute 
dose par voie veineuse chez le lapin est d’abord suivie d’unc 
période d’incubation pendant laquelle l’animal ne présente 
aucun signe anormal, et que c’est & partir du huitidme jour 
seulement pour le bacille aviaire, et du treizisme pour le 
bacille bovin, que le lapin commence a réagir par de la fiévre. 
La mort n’arrive jamais avant le douziéme jour, et ces morts 
précoces ont l’allure de morts par choc, qu’on est trés tenté 
d’attribuer au développement de lallergie, plus ou moins 
précoce selon l’animal, mais jamais pleinement épanoui 
avant le douziéme jour. A partir de ce moment, et d’aprés 
les dispositions individuelles de l’animal en question, celui-ci 
mourra ou bien par choc, ou bien se cachectisera sous |’in- 
fluence des poisons bacillaires. Le méme raisonnement est 
valable pour les lapins morts aprés une série d’inoculations 
de bacilles morts, car on sait, depuis les travaux de Krompe- 
cher (23), A. Boquet et L. Négre (24), que l’inoculation de 
bacilles tuberculeux morts par voie veineuse au lapin, con- 
fére & cet animal de l’allergie. 

Notons que P. Domingo (25) avait déja vu la cause de la 
mort des lapins au cours de la tuberculose Yersin a bacilles 
aviaires dans |’état d’allergie, qui apparaitrait, d’aprés lui, 
vers le dixiéme jour de l’infection. 

Pour vérifier cette conception de la tuberculose de Yersin 
comme une manifestation de intoxication par les poisons 
bacillaires d’un organisme allergique, nous avons essayé, 
avec M.-A. Domanski, de mettre en évidence dans le sérum 


(21) Académie des Sciences, 142, 1906, p. 441. AM 

(22) A. Calmette. L’infection bacillaire et la tuberculose, 4° édition 
1936, p. 199 et suiv. (Masson et C’*, édit.). 

(23) Ces Annales, 44, 1900, p. 723. 

(24) Ces Annales, 40, 1926, p. 11. 

(25) C. R. Soc. Biol., 408, 1931, p. 176. 
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de lapins, pris au cours de la tuberculose Yersin, la présence 
de tuberculine. En effet, A. Boquet et R. Laporte ont montré 
la solubilité de la tuberculine bacillaire dans les humeurs (26), 
et il semblait possible que cette tuberculine, provenant des 
énormes masses de bacilles contenus dans les organes au 
cours de cette forme de l’infection tuberculeuse, soit déce- 
lable expérimentalement, en injectant le sérum tel quel, ou 
débarrassé de ses albumines, 4 des cobayes tuberculeux, soit 
par voie intradermique, soit dans le péritoine. Ces expé- 
riences sont restées sans résultat : il nous a été impossible 
de mettre en évidence avec certitude de la tuberculine dans 
le sérum provenant de lapins au cours de la _ tuberculose 
Yersin (27). 

D’autre part, nous avons traité, avec J. Valtis, des lapins 
rendus allergiques par une ou deux injections massives de 
bacilles tuberculeux de type humain virulents, par des injec- 
tions bihebdomadaires de tuberculine brute de 1 cent. cube 
chacune, poursuivies pendant trois mois et davantage. 
Non seulement ces animaux ne sont pas devenus cachecti- 
ques, mais ils ont, sans exception, augmenté de poids, et 
n’ont présenté aucun trouble du fait des injections de tuber- 
culine. 

Enfin, avec KE. Loukidis, nous avons soumis 4 lapins neufs 
a des injections répétées d’extrait acétonique de_ bacilles 
tuberculeux aviaires d’une part, et bovins de l’autre. Ces 
injections n’ont aucunement affecté les lapins ainsi trai- 
tés (28). 

Nous n’avons pas poussé plus loin ces essais, et nous 
n’avons notamment pas eu l’occasion d’essayer la substance 
qu’Auclair et Paris ont appelée la bacillo-caséine, et qui 
semble déterminer chez les animaux neufs auxquels on 1’in- 
jecte, un amaigrissement rapide, une anémie progressive, 
puis la cachexie et la mort (29). 

Nous mentionnerons seulement les essais que E. Loukidis 
a faits dans notre laboratoire, en traitant, d’une part, des 


(26) C. R. Acad. des Sciences, 200, 1935, p. 2041: 
(27) C. R. Soc. Biol., 124, 1937, p. 238. 

(28) C. R. Soc, Biol., 424, 1987, p. 424. 

(29) Arch. de méd. expér., 20, 1908, p. 737. 
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lapins neufs par des injections répétées des graisses du ba- 
cille tuberculeux, insolubles dans V’acétone, mais solubles 
dans |’éther, qui constituent les phosphatides d’Anderson, et 
en soumettant, d’autre part, des lapins a l’action prolongée 
des substances diffusibles du bacille, par V’inclusion dans 
leur péritoine, de sacs de collodion, contenant des bacilles 
tuberculeux de différents types (30). Ces expériences n’ont 
eu aucun résultat : les lapins ont parfaitement supporté ces 
différents traitements. Nous avions eu l’idée de traiter les 
lapins avec les phosphatides, parce que Fl. Sabin, Ch. Doan 
et S. Forkner avaient remarqué: que les injections  intra- 
veineuses de ce corps semblaient provoquer de l’anémie chez 
Panimal (34). On connait, d’autre part, sa propriété de créer 
du tissu tuberculeux, que E.-Loukidis a d’ailleurs pu con- 
firmer. 

Finalement, nous avons essayé de mettre en évidence une 
« anaphylatoxine » dans le sens de E. Friedberger (82), en 
préparant des mélanges de bacilles aviaires et d’antisérum 
provenant de lapins immunisés avec ces mémes_bacilles 
morts, ou bien provenant de lapins en pleine évolution d’une 
tuberculose Yersin, causée par des bacilles aviaires vivants, 
et en injectant ces mélanges, aprés séjour a la glaciére de 
quelques heures, soit dans le derme de cobayes neufs (dans 
Vintention d’y voir apparaitre un phénoméne de Koch), ou 
bien dans la veine de lapins neufs. Ces derniers sont morts 
de tuberculose Yersin dans les. mémes délais que les témoins 
inoculés avec des bacilles suspendus dans de l’eau physiolo- 
gique, et quant aux cobayes, 4 part certains animaux chez 
lesquels on pouvait vraiment croire a l’apparition d’un petit 
abcés dermique précoce rappelant le phénoméme de Koch, 
la plupart n’ont donné aucun signe, autorisant d’attribuer au 
mélange, des propriétés « anaphylatoxiques ». 


(30) C. R. Soc. Biol., 124, 1936, p. 1573 ; C. R. Soe. Biol,, 422, 1936, 
p. 520. 

(31) J. exper. Med., 52, n° 6, 1930. 

(32) Zeitschr. f. Immunit., 9, 1911, p. 369, 481. 


196 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


CONCLUSIONS. 


Nous croyons pouvoir conclure, de cette étude, que la tuber- 
culose Yersin est une toxi-infection dans laquelle les lésions 
histologiques sont beaucoup plus importantes qu’on le croi- 
rait & premiére vue. Ces lésions sont dues, d’une part a la 
virulence du bacille infectant, d’autre part a sa_ toxicité ; 
celle-ci se fait sentir de plus en plus intensément a partir du 
moment ot. apparait Vallergie. Son action nocive est ren- 
forcée par les troubles du métabolisme, causés en grande 
partie par les lésions histologiques profondes des organes 
essentiels. On trouve dans l’examen cytologique du sang un 
argument en faveur de cette action toxique, et nous croyons 
que la maladie doit étre désignée sous le nom de « toxi-infec- 
tion tuberculeuse du type Yersin ». 


BL 


SUR LA PORPHYRINE 
DU BOUILLON TOXINE DIPHTERIQUE 


par Miapen PAIC, 
chef du Laboratoire de Physique de l'Institut Alfred-Fournier. 


Campbell-Smith en 1930 [4], a constaté que le bouillon 
dans lequel a végété le bacille diphtérique contient de la 
porphyrine et que l’extrait éthéré de ce bouillon montre une 
bande d’absorption vers 4100 A [2]. Plus tard, Coulter et 
Stone, en examinant le spectre visible de la toxine diphté- 
rique et de son extrait éthéré, y trouvent une nouvelle 
porphyrine « complexe », contenant dans sa molécule, du 
fer, du cuivre et de la coproporphyrine. Cette « porphyrine 
complexe » se décomposerait facilement, en contact avec de 
l’acide chlorhydrique a 25 p. 100, en coproporphyrine et en 
complexe de cuivre de cette porphyrine. La concentration de 
ce pigment dans le bouillon toxine croit parallélement avec 
la, toxicité du milieu. Néanmoins, ce pigment n’est pas iden- 
tique 4 la toxine diphtérique, celle-ci, de l’avis de Coulter et 
Stone, pourrait éventuellement constituer la base azotée 
combinée & la porphyrine dans la structure complexe du 
cytochrome. Levaditi et ses collaborateurs [3] ont mesuré 
quantitativement, dans l’extréme violet, la bande d’absorp- 
tion du bouillon-toxine et la situent & 4.080 A. Paic et 
Philippe [4] démontrent que le milieu dans lequel a poussé le 
bacille diphtérique atoxique ou le bacille pseudodiphtérique 
ne contient pas de porphyrine. Ils montrent également la 
possibilité de séparer par dialyse le pigment de la toxine 
diphtérique. Ottensooser et ses collaborateurs [5] examinent 
le spectre visible et ultra-violet du bouillon toxine diphtérique 
et attribuent les bandes d’absorption trouvées & un hémochro- 
mogéne d’hématine, dont la base azotée n’est pas connue. 
Ils admettent que l’écart notable, entre le spectre qu’ils ont 
obtenu et celui de ’hémochrogéne de pyridine, provient de 
la nature de la base azotée inconnue, liée a l’hématine. 
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Wadsworth et ses collaborateurs [6] étudient les spectres 
d’absorption ultra-violets d’un grand nombre de toxines 
diphtériques, et constatent, en accord avec Coulter et Stone, 
Paic et Philippe, que la bande a 4.0&0 A est d’autant plus 
forte que le milieu est plus riche en toxine. Dans les extraits 
éthérés ils trouvent parfois une bande a 2.970 A. Ces auteurs 
n’étudient pas la nature du pigment, mais admettent |’exis- 
tence de la porphyrine « complexe » de Coulter et Stone. 

Les renseignements que nous possédons sur la nature du 
pigment élaboré par le bacille diphtérique n’étant pas concor- 
dants, il m’a paru intéressant d’étudier de plus prés ce 
pigment, en me servant des spectres d’absorption ultra- 
violets. Cette méthode est relativement peu utilisée pour la 
recherche des porphyrines. En général, seuls leurs spectres 
visibles sont examinés. Or, il me semble que les spectres 
ultra-violets, permettant de mesurer la bande trés intense 
que montrent les porphyrines aux environs de 4.000 1 
présentent des avantages considérables, surtout quand il 
sagit d’étudier des solutions trés diluées. En effet, la bande 
dans l’extréme violet ou le proche ultra-violet est en général 
dix fois plus intense que les bandes visibles [7]. 

Pour ces recherches, je me suis servi du spectrographe de 
Ferry et de la méthode de Victor Henri. Comme liquide de 
comparaison j’employai l’eau ou |’éther, additionnés des mémes 
réactifs et ayant subi les mémes traitements que le bouillon- 
toxine ou les extraits éthérés. La constante de Schwarzschild, 
des plaques photographiques utilisées (Anécra, antihalo, Guil- 
jeminot), a été déterminée par la méthode de Scheibe |8}. La 
valeur moyenne de la constante entre 2400 A et 4400 A a été 
Deano. 

La bande d’absorption que présente le bouillon-toxine diph- 
térique (1) a 4080 A (fig. 1, a) concorde trés exactement avec 
celle du copro-hémochromogéne de pyridine (2) et du copro- 


(1) Je remercie vivement M. le D’ M. Philippe qui a aimablement 
mis 4 ma disposition la toxine diphtérique. 

(2) Les différents complexes de coproporphyrine ont été préparés A 
partir de la coproporphyrine I, que M. le professeur H. Fischer a bien 
voulu mettre & ma disposition. Je tiens a lui en exprimer ici ma gra- 
titude. 
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s esieeabeaiicaet de caféine (fig. 2, a, b) [9]. Par les spectres 
absorption ultra-violets, je n’ai pas pu différencier, en solu- 
tion aqueuse, ces deux copro-hémochromogénes. C’est pour- 
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Fic. 14. — a, bouillon-toxine diphtérique; 6, extrait éthéré du bouillon-toxine 
diphtérique contenant peu d’acide acétique; c, le méme extrait épuisé par HCl 
a5 p. 100; d, extrait & HCl a5 p. 100 de lextrait éthéré. 


quoi je les ai examinés en solution éthérée et j’ai comparé 

leurs spectres a celui de l’extrait éthéré du bouillon-toxine. 
Des expériences préliminaires m’ont montré que la quantité 

d’acide acétique glacial optimum, qu’il faut ajouter au 
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bouillon-toxine pour faire l’extraction du pigment, est 1c. ¢. 5 
d’acide pour 100 cent. cubes de bouillon-toxine. Des quan- 
tités plus grandes d’acide notamment celle utilisée par Coulter 
et Stone (10 cent. cubes d’acide pour 160 cent. cubes de 
toxine), détruisent le pigment. Des quantités plus faibles 
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Fic. 2. — a, coprohémochromogéne de pyridine dans NaOH 0,1N; 6, coprohé- 
mochromogéne de caféine dans NaOH 0.1N; c, coprohémochromogéne de 
pyridine dans |'éther contenant peu d’acide acétique; d, complexe ferreux de 
la coproporphyrine dans |’éther contenant peu d’acide acétique. 


d’acide n’acidifient pas sulfisamment le milieu aqueux pour 
y rendre insoluble le pigment. 

Le mode opératoire de l’extraction a été le suivant : dans 
un tube de centrifugeur de 40 cent. cubes, on met 
40 cent. cubes de bouillon-toxine, 0c. c. 45 d’acide acétique 
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glacial et 10 cent. cubes d’éther éthylique. Le contenu du tube 
est agité fortement pendant quelques minutes, puis centri- 
fugé. La séparation des phases est alors parfaite. La centri- 
fugation détruit la mousse formée pendant agitation et com- 
prime la masse gélatineuse précipitée par l’éther. Le contenu 
du tube est versé dans un entonnoir & séparation, la phase 
aqueuse est remise dans le tube de centrifugeur ayant déja 
servi et l’extraction est recommencée avec 3 cent. cubes 
d’éther. La méme opération est répétée encore une fois. Dans 
les trois fractions éthérées réunies, dont on mesure le volume 
total, on retrouve quantitativement la porphyrine. 

Le spectre d’absorption d’un tel extrait éthéré est repré- 
senté sur la figure 1 b. Les valeurs de log. Fe apportées sur 
l’axe des ordonnées, correspondent a la concentration ini- 
tiale de la porphyrine dans le bouillon. On remarque une 
bande intense & 4080 A, et une bande moins forte A 3980 A. 

L’absorption a 4080 A ne provient pas d’un coprohémo- 
chromogéne, celui de pyridine donnant une bande a 
4420 A (fig. 2, c), mais elle est due au complexe ferreux 
de coproporphyrine (fig. 2, d). Il faut en conclure que, lors 
de l’extraction, la base azotée du coprohémochromogéne du 
bouillon-toxine se détache du complexe ferreux de copropor- 
phyrine, qui seul passe en solution éthérée. Du fait que le 
coprohémochromogéne de caféine [40] se comporte pendant 
Vextraction comme lhémochromogéne du_ bouillon-toxine, 
on a le droit de supposer que la base azotée inconnue de cet 
hémochromogéne soit une purine. 

La bande A 3980 A de l’extrait éthéré du bouillon-toxine 
correspond au complexe de cuivre de la coproporphyrine [9] 
(fig. 3, a). Ce complexe se trouve done en solution éthérée 
d l’état libre et n’entre pas dans la constitution d’une por- 
phyrine « complexe », contrairement & ce que pensent Coulter 
et Stone. 

Le complexe de cuivre étant libre, on peut se demander 
pourquoi on ne remarque pas sa bande d’absorption déja 
dans le bouillon-toxine initial. La raison en est que ce com- 
plexe donne, en solution aqueuse légerement alcaline, une 
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hande beaucoup moins intense et plus diffuse [9] (fig. 3, 6) 
qu’en solution éthérée. 

La bande & 3970 A, observée par Wadsworth et ses colla- 
borateurs correspond sans aucun doute au complexe de cuivre 
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Fic. 3. — a, complexe de cuivre de la coproporphyrine dans 1’éther contenant 
peu d’acide acétique; b, complexe de cuivre de la coproporphyrine dans 
NaOH 0,1N; c, coproporphyrine dans HCl a 5 p. 100. 


de la coproporphyrine. Ce produit prend parfois naissance en 
présence de traces infimes de cuivre [9]. C’est pourquoi en 
travaillant avec les porphyrines, il faut se servir de réactifs 
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rigoureusement exempts de cuivre et n’utiliser que de l’eau 
distillée dans des appareils en verre (8). 

En agitant l’extrait éthéré du bouillon-toxine avec le méme 
volume d’acide chlorhydrique & 5 p. 100, on détruit com- 
plétement le complexe ferreux de coproporphyrine. La por- 
phyrine libre passe dans la phase chlorhydrique qui montre 
alors une forte absorption & 4035 A Gigs sd. fiantoitse)? 
Apres épuisement a l’acide chlorhydrique, la phase éthérée 
présente. deux bandes, l’une & 3980 AD et l’autre, plus faible, 
& 4410 A (fig. 41, ©). La bande & 3980 A correspond au com- 
plexe de cuivre de la coproporphyrine, qui résiste a l’acide 
chlorhydrique et y est insoluble. La bande a 4110 A n’est 
pas encore identifiée. Elle correspond probablement & un 
coprohémochromogéne résistant aux acides. 

On sait [4] que ce n’est que le bacille diphtérique toxigéne 
qui produit de la porphyrine dans Jes milieux ot il pousse. II 
serait intéressant de savoir si la forme sous laquelle on trouve 
cette porphyrine dans le milieu est caractéristique du bacille 
diphtérique. Pour répondre a cette question, j’ai mélangé 
10 cent. cubes de bouillon non ensemencé et 0c. c. 4 de copro- 
porphyrine 1,241. 40—* M. Ce mélange, aprés avoir été aban- 
donné plusieurs jours a la glaciére ou aprés avoir été chaulfé 
quelques minutes 4 90° C, donne exactement le méme spectre 
d’absorption que le bouillon-toxine (fig. 4, a). L’extraction a 
l’éther, en milieu faiblement acétique, donne des phases éthé- 
rées qui qualitativement présentent le méme spectre d’absorp- 
tion que les extraits é6thérés correspondants du bouillon-toxine. 
On retrouve, en effet, dans l’extrait éthéré la bande du complexe 
ferreux de la coproporphyrine (4080 A) [fig. 4, b] et dans 
ce méme extrait épuisé & HC] a 5 p. 100 la bande du com- 


(3) Le complexe de cuivre de la coproporphyrine peut ¢tre extrait 
directement du bouillon-toxine, sous condition de faire l’extraction en 
milieu chlorhydrique. En ajoutant, par exemple, a 10 cent, cubes de 
bouillon-toxine 0c. c. 1 de HCl concentré et en agitant ce mélange avec 
5 cent. cubes d’éther, le complexe de cuivre passe quantitativement dans 
la phase éthérée. La toxine débarrassée ainsi du complexe de cuivre, 
alcalinisée par NaOH, puis acidifiée légérement a l’acide acétique et 
agitée avec de |’éther, abandonne, a la phase éthérée, la coproporphy- 
rine libre, qui présente une bande d’absorption a 3985 4 [9]. 
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plexe de cuivre (3980 A) et la bande non_ identifiée 
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Fic. 4. — a, bouillon non ensemencé plus coproporphyrine, aprés sept jours de 
séjour a la glaciére; 6, extrait éthéré, contenant peu d’acide acétique, du 
mélange a; c, le méme extrait épuisé A HCL a5 p. 100. 


(4100-4110 A) fig. 4, c]. Il est done évident que c’est la copro- 
porphyrine comme telle qui est caractéristique du milieu 


LA PORPHYRINE DU BOUILLON-TOXINE DIPHTERIQUE — 203 


dans lequel s’est développé le bacille de Loeffler toxigéne. La 
forme sous laquelle on la retrouve dans le bouillon-toxine 
dépend des quantités plus ou moins grandes de sels ferreux, 
cupriques et de bases puriques que contient le bouillon 
initial. Par contre, cette forme ne dépend pas de la présence 
de la toxine diphtérique, ce qui rend fortement improbable 
la supposition de Coulter et Stone que la toxine diphtérique 
soit éventuellement combinée a la porphyrine. 

La quantité de coproporphyrine, qui se trouve dans la phase 
chlorhydrique et qui était sous forme de coprohémochromo- 
géne dans le bouillon (4) examiné, est 3,1 mg/l. En outre, 
on trouve 0,7 mg/l] de complexe de cuivre et & peu prés 
autant (5) de forme non identifiée. La teneur globale en copro- 
porphyrine était donc 4,5 mg/1 environ. 


Résumé. — J’ar étudié les spectres d’absorption du bouillon- 
toxine diphtérique et de ses extraits & l’éther contenant peu 
dacide acétique (1. c. c. 5 d’acide pour 100 cent. cubes de 
toxine). Le bouillon-toxine présente une bande d’absorp- 
tion & 4080 A, qui correspond & un coprohémochromogene, 
dont la base azotée est probablement une purine. Ce coprohé- 
mochromogéne se dissocie lors de lextraction au mélange 
déther et d’acide et abandonne a la phase éthérée le 
complexe ferreux de la coproporphyrine (4080 A). Dans 
la méme phase, on trouve, a 3980 A, la bande du complexe 
de cuivre de la coproporphyrine, et, a 4110 ve apres |’ épurse- 
ment @ HCl @ 5 p. 100, la farble bande d’une combi- 
naison non identifiée de la méme porphyrine. Un mélange de 
bouillon non ensemencé et de coproporphyrine, chauffé 
quelques minutes a 80°, donne exactement le méme spectre 
que le bouillon-toxine. Ceci est également valable pour les 
extraits éthérés de ce mélange. C'est donc la coproporphyrine 
comme telle que l’on doit considérer comme caractéristique 
du milieu dans lequel a poussé le bacille diphtérique. La 


(4) La valeur antigénique de la toxine mesurée par la méthode de 


floculation de Ramon était 30 unités antigéniques environ. 
(5) En supposant qu’il s’agit d’un hémochromogéne dont l’absorption 


peut étre comparée a celle de pyridine. 
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quantité globale de coproporphyrine, trouvée dans un bouillon- 
ioxine d’environ 30 unités antigéniques de Ramon, a 


été 4,5 mg.il. 
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POUVOIR RABICIDE ET IMMUNITE ANTIRABIQUE 


par L. CRUVEILHIER et Cu. VIALA. 


La présence de propriétés neutralisantes a l’égard du virus 
rabique dans le sérum des sujets immunisés contre la rage, 
démontrée pour la premiére fois en 41889 par Babes et 
Lepp |4), puis en 4891 par Babes et Th. Cerchez [2], a fait 
Yobjet de multiples travaux, parmi lesquels nous citerons 
ceux d’A. Marie [3], de Remlinger et Bailly [4], de Krauss et 
Kreiss] [5], de Kostrewski [6], d’Ernst Loffler et Fritz 
Schweinburg [7], de Krauss et Michalka {8}. 

Les auteurs précités ne s’accordent pas sur la valeur de 
la présence du pouvoir rabicide dans le sang, l’époque de 
son apparition, celle de sa disparition. Ils sont aussi loin 
de partager la méme opinion sur le. rapport entre le pouvoir 
rabicide et ’immunité. 

Devant la divergence des avis exprimés par les auteurs 
dont nous venons d’énumérer quelques-uns des travaux, 
nous avons pensé faire ceuvre utile en recherchant, 4 notre 
tour, mais sur des bases nouvelles, les conditions dans 
lesquelles apparait le pouvoir rabicide du sérum sanguin et, 
principalement, la relation entre sa présence dans lorga- 
nisme et l’état d’immunisation. 

Nous avons utilisé pour cette étude, d’une part, le sang 
des personnes mordues en traitement au service de la Rage 
et d’autre part, le sang de lapins immunisés expérimenta- 
lement par nos soins contre cette affection. 

Les personnes en traitement dans le service de la Rage, 
comme les lapins sur lesquels nous avons expérimenté, ont 
recu sous la peau, mais en des points assez différents pour 
faciliter la résorption, de 415 4 25 injections d’une émulsion 
de virus rabique dans de leau distillée stérile préparée 
suivant la méthode, imaginée par Pasteur, d’atténuation des 
moelles par dessiccation. Ils recevaient chaque fois 3 cent. 


cubes de ladite émulsion. 
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Nous avons recherché la présence du pouvoir rabicide dans 
le sérum, soit des personnes, soit des lapins traités en 
employant successivement 1/4 de centimétre cube, 1/2 cen- 
timétre cube, 1 cent. cube et 2 cent. cubes de sérum. Le 
sérum était recu dans des tubes ot préalablement on avait 
versé 1 cent. cube d’une émulsion de virus fixe a 1 p. 100. 

Chaque essai comportait, en dehors des quatre tubes pré- 
cités, un cinquiéme tube, constituant un tube témoin et 
contenant simplement ]’émulsion de virus fixe sans addition 
de sérum. 

Dans le but de faciliter l'action neutralisante du sérum sur 
le virus rabique, nous avons laissé les tubes une heure a 
l’étuve a 37° 

Le mélange virus-sérum a été ensuite injecté par voie intra- 
cérébrale a des cobayes a raison de 2/10 de centimétre cube par 
animal. 

Les recherches de Babes, comme les expériences d’A. Marie 
et. celles de S. Kondo [9], ont montré que le sérum des mam- 
miféres non injectés ou traités par des injections répétées de 
substance nerveuse normale, ne posséde aucune action neu- 
tralisante & l’égard du virus rabique. 

ll ressort des travaux de Babes et A. Marie que les divers 
sérums thérapeutiques n’ont aucune action rabicide, de sorte 
que l’action du sérum antirabique semble porter directement 
sur le virus rabique et étre rigoureusement spécifique. 

Les conclusions de nos expériences s’accordent pleinement 
avec celles des auteurs précités, car nous n’avons constaté 
la présence de pouvoir rabicide pas plus dans le sérum des 
animaux neufs sur lesquels ont porté nos essais que dans 
celui de lapins ayant recu au préalable, pendant quinze jours 
consécutils, des moelles normales en injections. Nous n’avons 
pas trouvé de pouvoir rabicide dans le sérum des uns et des 
autres de ces animaux, méme lorsque la quantité de sérum, 
mise en présence du virus rabique, était double, triple ou 
quintuple de celle employée alors qu’il s’agissait de déceler 
!e pouvoir rabicide dans le sérum des sujets vaccinés. 
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Au cours méme du traitement antirabique, nous n’avons 
pas réussi a faire apparaitre le pouvoir rabicide dans 
le sérum sanguin des personnes mordues en traitement dans 
Je service de la Rage, que nos saignées aient été pratiquées 
apres la cinquiéme ou aprés la dixiéme injection de vaccin 
pastorien. Chez le lapin, nous n’avons pas trouvé de pouvoir 
rabicide aprés la cinquiéme injection, mais nous en avons 
constaté toujours apres la dixiéme. 

Immédiatement apres le traitement antirabique et cela 
surtout lorsque celui-ci était réduit & quinze jours, chez 
homme, nous n’avons pas trouvé habituellement de pouvoir 
rabicide dans le sérum sanguin. C’est ainsi que sur huit per- 
sonnes ayant subi un traitement antirabique d’une durée 
de quinze jours, une seule présentait dans son sang des pro- 
priétés neutralisantes a l’égard du virus rabique. Chez le 
lapin, au contraire, nous avons constaté d’une facon constante 
dans le sérum sanguin la présence de pouvoir rabicide. 

Les jours qui ont suivi le traitement, il nous est devenu 
de plus en plus aisé de mettre en évidence chez les personnes 
en traitement dans le service de la Rage la présence 
du pouvoir rabicide. 

C’est ainsi que nos recherches ont été positives chez 3 des 
8 personnes mordues dont le sérum sanguin a été examiné 
de neuf A onze jours aprés un traitement d’une durée de 
quinze jours. 

Trois semaines, six semaines, huit semaines, quatre mois 
ef demi et sept mois aprés la fin d’un traitement de méme 
durée, nous avons observé constamment la présence du pouvoir 
rabicide chez homme. 

Nos lapins en expérience, sept mois aprés le traitement de 
quinze jours, n’ont jamais eu dans le sérum sanguin de 
pouvoir neutralisant pour le virus rabique. . 

3 parmi les 7 personnes mordues, ayant été soumises a un 
traitement antirabique d’une durée de dix-huit jours, pré- 
sentaient nettement, aussitOt aprés la derniére injection, du 
pouvoir rabicide. 
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Dans les cas ott la durée du traitement a été portée & vingt 
et un ou a vingt-cing jours, 4 des 7 sujets, sur le sérum san- 
guin desquels ont porté nos essais, avaient dans le sang un 
pouvoir neutralisant pour le virus rabique. 

En aucun cas, nous ne sommes parvenus a neutraliser le 
virus rabique avec 1/4 de centimétre cube de sérum, si ce 
dernier était prélevé aprés quinze ou dix-huit jours de trai- 
tement. 

Aprés un traitement de vingt et un ou, a plus forte raison, 
de vingt-cing jours, Ja méme quantité de sérum a été agis- 
sante dans la moitié des cas. 

Pour mettre en évidence l’action sur le virus rabique du 
sérum des personnes ayant subi le traitement pastorien 
durant quinze jours, nous avons dti employer, dans la trés 
grande majorité de nos essais, 1 cent. cube et méme souvent 
2 cent. cubes de sérum. 

Au contraire, alors que le traitement avait été poursuivi 
vingt et un et surtout vingt-cing jours, 1/2 centimétre cube, 
voire méme parfois 1/4 de centimetre cube de sérum, ont 
suffi pour neutraliser 1 cent. cube d’une dilution a 1 p. 100 
de virus rabique. 

fl nous a paru intéressant de rechercher chez les personnes 
en traitement dans le service l’influence exercée par la durée 
du traitement sur le pouvoir rabicide. Pour ce faire, nous 
avons examiné les sérums de & personnes avant recu respec- 
tivement 15, 18, 24 et 25 injections de virus-vaccin antira- 
bique. Nous avons examiné ces sérums trente-sept, quarante- 
cing et quatre-vingt-cing jours aprés la premiére injection, 
soit dans les limites les plus habituelles de l’incubation de la 
rage. 

Nous avons cru devoir étudier l’influence exercée sur le 
pouvoir rabicide par la durée du traitement. 

Pour ce faire, nous avons procédé & un examen comparatif 
des sérums de 8 des personnes mordues ayant subi le traite- 
nent antirabique durant quinze, dix-huit, vingt et un 
et vingt-cing jours. 

Les sérums ont été examinés trente-sept, quarante-cing et 
quatre-vingt-cing jours aprés la premiére injection du vaccin 
antirabique. 
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Dans le premier cas, les sérums ont été recueillis, 
vingt-deux, dix-neuf, seize et douze jours aprés le traitement 
selon que la durée de celui-ci a été de quinze, de dix-huit, 
de vingt et un ou de vingt-cing jours. 

Dans le second cas, la récolte du sang a été faite trente, 
vingt-sept, vingt-quatre et vingt jours apres le traitement qui 
a été comme précédemment de quinze, dix-huit, vingt et un 
et, vingt-cing jours. 

Dans le troisisme cas, le sang a été prélevé suivant que 
le traitement était de quinze, dix-huit, vingt et un ow vingt- 
cing jours, soixante-dix, soixante-sept, soixante-quatre et 
soixante jours aprés la derniére injection de vaccin anti- 
rabique. 

De nos constatations, il résulte que le pouvoir rabicide est 
beaucoup plus important s’il y a eu 25 piqtres et cela, que 
le sérum ait été recueilli douze jours, vingt jours ou soixante 
jours aprés le début du traitement puisque, dans les 3 cas, le 
sérum présentait du pouvoir rabicide que faisait apparaitre 
déja 4 cent. cube de sérum et parfois 1/2 centimétre cube et 
méme 4/4 de centimétre cube. 

Lorsque la durée du traitement a été portée a vingt et un 
jours, nous avons pu mettre en évidence la présence du 
pouvoir rabicide 3 fois sur 6 et cela déj& avec 1 cent. cube 
et 4/2 centimétre cube de sérum ; dans 2 cas, 4/4 de centi- 
métre cube a été suffisant. 

Aprés dix-huit jours de traitement, le pouvoir rabicide a 
pu étre rendu manifeste dans tous les cas, quelle qu’ait été 
l’époque du prélévement du sang, mais pour atteindre ce 
résultat, sauf chez 2 de nos sujets, il a toujours fallu employer 
2 cent. cubes de sérum. 

Aprés quinze jours de traitement, le pouvoir rabicide na 
été apparent que 3 fois sur 6 ; avec un sérum, il a été possible 
dobtenir Ja neutralisation du virus rabique en employant 


4/2 centimétre cube. 


* 
* * 


Chez le lapin, l’époque d’apparition dans le sérum du pou- 
voir rabicide est plus précoce, semble-t-il, que chez homme. 
Cette constatation ne nous surprend pas puisque, nous 
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l’avons vu, il est déja possible de constater dans le sérum du 


lapin la présence du pouvoir rabicide aprés la dixiéme imjec- 


tion de vaccin antirabique. 


Lorsque nos lapins recevaient 25 ou 24 injections, leur’ 


sérum a toujours manifesté du pouvoir rabicide, que les pré- 
leévements aient été effectués douze, vingt ou soixante jours 
apres la vingt-cinquiéme injection ou seize, vingt-quatre ou 
soixante-quatre jours aprés la vingt et uniéme injection. 

Lorsque nos lapins recevaient 48 injections, vingt-sept et 
soixante-sept jours aprés notre derniére intervention, comme 
lorsque nos animaux recevaient 45 injections aprés trente et 
soixante-dix jours, la présence dans le sérum du pouvoir 
rabicide a toujours pu étre constatée. 


Dans la moitié des cas seulement le pouvoir rabicide a été» 


mis en évidence dans le sérum de nos lapins alors que le 
sang avait été prélevé chez ceux-ci vingt-deux jours aprés 
48 injections et dix-neuf jours aprés 48 injections. 

On peut admettre ainsi que, d’ordinaire, le pouvoir rabi- 
cide disparait du sérum des sujets vaccinés d’autant plus 
tardivement que la durée du traitement a été plus longue 
et que la quantité de sérum utile pour neutraliser le virus 
rabique est d’autant moms élevée que le traitement a été 
plus prolongé. 


* 
* O&K 


La disparition du pouvoir rabicide dans le sérum sanguin 
des sujets vaccinés contre la rage varie beaucoup suivant les 
mdividus. 

Chez une personne mordue sans gravité et, de ce fait, 
soumise seulement & un traitement de quinze jours, nous 
avons constaté, quatre mois et demi aprés le traitement pas- 
torien, la présence dans le sérum d’un pouvoir rabicide assez 
élevé pour que 1 cent. cube neutralise la méme quantité 
d’une dilution & 4 p. 100 de virus fixe. 

Deux de nos collégues de I’Institut Pasteur présentaient 
encore des propriétés neutralisantes pour le virus rabique 
vingt-quatre et vingt-six mois aprés un traitement pastorien 
d'une durée de quinze jours. Nous avons pu mettre en évi- 
dence le pouvoir rabicide dans le sérum d’une personne aprés 


— 
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un traitement de méme durée et cela, déja, en ayant recours 
a une faible quantité de sérum telle que 4/4 de centi- 
métre cube. 

Alors que chez l'un des sujets dont le sérum a été utilisé 
pour nos recherches, le pouvoir rabicide était manifeste cin- 
quante-deux jours aprés quinze jours de traitement ; il était 
perceptible chez deux autres saignés soixante-dix jours apres 
un nombre semblable d’injections. 


* xX 


Nous avons eu l’occasion de soumettre & un nouveau trai- 
tement antirabique des personnes vaccinées déja antérieure- 
ment. Il nous a été ainsi donné de constater qu’une ou deux 
injections de vaccin antirabique suffisaient pour faire réappa- 
raitre dans le sang des propriétés neutralisantes 4 l’égard du 
virus rabique qui avaient disparu. Q’est ainsi que nous avons 
vu réapparaitre le pouvoir rabicide dans le sérum sanguin 
de M. X... traité au service de la rage une premiére fois en 
1932, dés les premiéres injections pratiquées en décembre 
1934. Vingt-sept mois aprés le second traitement, la présence 
dans le sérum sanguin du pouvoir rabicide persistait. 

Nous avons pu maintenir la présence du pouvoir rabicide 
dans le sang de nos lapins en expérience et cela jusqu’a leur 
mort, soit sept et huit mois par une seule injection de réacti- 
vation. Celle-ci semble agir, pour ce qui a trait aux anatoxines, 
comme |’injection de rappel de M. Ramon. 


* 
* * 


Nous avons pensé qu'il y avait lieu de rechercher la rela- 
tion entre la présence dans le sérum sanguin du pouvoir rabi- 
cide et Vimmunité antirabique. 

2% lapins ont donc été mis en expérience et répartis en 
4 lots de 6 lapins recevant respectivement 15, 48; 24 
ef 28 injections de vaccin antirabique. 

Sur ces 24 lapins, 22 ont présenté dans leur sang in 
‘pouvoir rabicide d’une facon manifeste. Or, ces 22 lapins 
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ont résisté & une injection d’une dilution de virus rabique 
a 1 p. 30 pratiquée dans la chambre antérieure de 1’ceil et 
cela que nous ayons eu recours au virus fixe ou au virus 
des rues. Les 2 lapins, dont le sérum ne renfermait pas encore 
de pouvoir rabicide, car celui-ci est apparu dans la suite, ont 
résisté comme les 22 autres a l’épreuve dans la chambre 
antérieure de |’ceil. 

Les lapins dont il s’agit ont été saignés soit vingt-deux, 
trente et soixante-dix jours aprés la quinziéme injection, soit 
dix-neuf, vingt-sept et soixante-sept jours aprés la dix-hui- 
tiéme injection, soit seize, vingt-quatre et soixante-quatre 
jours aprés la vingt et uniéme injection ou encore douze, 
vingt et soixante jours aprés la vingt-cinquiéme injection. 

Nous avons opéré sur d’autres lapins ayant été soumis 
depuis un plus long laps de temps 4 des injections de virus 
rabique. Comme les lapins précédents, les lapins dans le 
sérum desquels la présence du pouvoir rabicide avait pu étre 
décelée ont résisté 4 l’épreuve dans la chambre antérieure 
de l’ceil. 

Il en a été ainsi notamment pour des lapins saignés, 
cent soixante, cent soixante-douze, cent quatre-vingt-sept et 
cent quatre-vingt-dix-neuf jours aprés la fin des injections 
de virus rabique et éprouvés deux ou trois jours aprés notre 
intervention. 

Rappelons que nous avons relaté précédemment n’avoir 
trouvé de propriétés neutralisantes 4 l’égard du virus rabique 
ni dans le sérum des sujets neufs, ni dans le sérum des sujets 
ayant recu des injections de moelles normales, ni enfin dans le 
sérum de nos lapins rabiques saignés six ou neuf jours aprés 
Vinoculation. 

De ces divers essais, il résulte que toutes les fois ot nous 
avons pu mettre en évidence dans le sérum des lapins sur 
lesquels ont porté nos essais du pouvoir rabicide, V’immuni- 
sation a pu étre affirmée. 

Quelle que soit la relation qui existe entre le pouvoir rabi- 
cide et V’immunité et quel que soit le rdle qu’on attribue 
pour la constitution de cette derniére a la présence dans le 
sérum de propriétés neutralisantes pour le virus rabique, 
nous nous croyons autorisés 4 considérer que la présence du 
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pouvoir rabicide dans le sang d’un sujet prouve que ledit 
Sujet est manifestement immunisé contre la rage. 

La recherche du pouvoir rabicide peut étre effectuée, nous 
Vavons vu, facilement. Elle peut étre pratiquée du vivant du 
sujet, n’exige ni technique, ni matériel compliqués ; elle 
pourrait présenter en outre l’avantage d’étre susceptible de 
rendre compte de l’immunité particuliére & chaque individu, 
laquelle immunité, ainsi que l’a montré M. Bordet, peut dif- 
férer de limmunité générale et méme de celle de l’espéce. 
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NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LES TENEURS COMPARATIVES EN SOUFRE, 
EN PHOSPHORE ET EN AZOTE 
DE PLANTES CULTIVEES SUR UN MEME SOL 


par GasrieL BERTRAND et Lazare SILBERSTELN. 


En 1934, nous avons, sur une parcelle de terre de jardin 
trés homogéne au point de vue chimique, mis en culture 
une série de plantes annuelles, bisannuelles et vivaces; ces 
plantes ont été récoltées au fur et & mesure de leur floraison 
et analysées. Le soufre et le phosphore (4), puis’ l’azote (2), 
le bore (3) y ont été dosés. Il est apparu ainsi, de la maniére 
la plus évidente, que les espéces végétales manifestent des 
besoins trés divers 4 l’égard des éléments nutritifs contenus 
dans le sol. Si certaines plantes, par exemple, n’ont fixé 
que de 0,15 a 0,20 de soufre pour 100 de leur matiére séche, 
d’autres ont été jusqu’a 1,9 p. 100, soit 10 fois davantage. 
Il ne s’est montré, d’autre part, aucun parallélisme entre 
les variations spéciliques et les éléments absorbés; c’est 
ainsi que le rapport entre la teneur en soufre et celle en 
phosphore a oscillé, dans la série des espéces examinées, 
entre 0,38 et 4,02. 

A ces premiéres données, nous apportons aujourd’hui de 
nouveaux résultats. Les uns sont relatifs & quelques espéces 
bisannuelles ou vivaces que nous n’avions pu recueillir a la 
floraison : le céleri, l’oignon (4) et la luzerne; les autres a 
de nouvelles espéces que nous avons semées cette année méme: 


(1) Gab. Bertrranp et L. Sirperstemn, Ces Annales, 56, 1936, p. 644. 
(2) Gab. Berrranp et L. Sizperstein, Ces Annales, 57, 1936, p. 79. 
(3) Gab. Bertranp et H. pe Waat, Ces Annales, 57, 1936, p. 121. 

(4) Les semis d’oignon de 1935 ayant été saccagés par la gréle, nous 


avions procédé 4 un repiquage de jeunes bulbes venus d’un autre 
jardin. 
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le lin, la pimprenelle, la féve, le lotier, la tomate, la pomme 
de terre et l’alkékenge; enfin, a quelques plantes qui sont ap- 
parues spontanément et que nous avons, vu leur bonne crois- 
sance, laissées se développer : la petite mauve, l’érigeron, le 
sénecon et le paturin. Parmi les espéces cultivées, le lin a 
fourni une récolte clairsemée, la pomme de terre est restée 
chétive et n’a pas fleuri, les autres ont poussé normalement. 
A Vexception de la pomme de terre, dont un échantillon a 
été prélevé pour l’analyse a la fin du mois d’aodt, toutes les 
autres plantes ont été récoltées lorsqu’elles commencaient a 
porter des fleurs. 

Nous avons déterminé, en prenant les mémes précautions 
et en nous servant des mémes méthodes que dans nos re- 
cherches antérieures (3), les proportions d’eau, de soufre, de 
phosphore et d’azote. Les résultats obtenus sont assemblés 
dans le tableau ci-dessous, tableau dans lequel les plantes sont 
rangées d’aprés l’ordre croissant de la teneur en soufre par 
rapport a celle en phosphore : rapport S/P. Nous y avons fait 
figurer aussi le rapport S/N des teneurs en soufre et en azote. 


POURCENTAGE 


SA . RAPPORTS 
de matiére séche 


SECHE 


NOMS DES PLANTES 


p. 100 


examinées 


MATIERE 


Phosphore 


Lotier corniculé (Loftus cor., L.). 
Luzerne (Med. sativa, L.). . . 
Féve (faba vutg. C. G.). . .. 
Pomme de terre (Sol. tub., L.). 
Pimprenelle (Poler sang., L.).. 
Erigeron (Erig. canad., L.). . 
Petite mauve (Malva rol., L.). 
Alkékenge (Phys. alk., L.) . . 
Paturin annuel (Poa ann., L.). 
Lio (Ube Sts Waly ce ee oto x 
Tomate (Sol. lycop., L.) : 
Sénecon (Sen. vulg., L.). . . - 
Oignon (all. cepa, L.). . . . 

Céleri [sans fleur, 1935] (Apiwm 
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(5) Loe, cit. 
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A Vexception des chiffres trouvés pour le céleri, ces nou- 
veaux résultats rentrent entiérement dans le cadre de ceux 
que nous avons déja publiés, ils en sont donc en quelque 
sorte la confirmation. 

Le cas du céleri, envisagé au point de vue quantitatif, est au 
contraire nettement distinct. Il est celui d’une espéce végé- 
tale fortement thiophile, comme le sont, au moins en géné- 
ral, les cruciféres, mais dans laquelle les rapports du soufre 
au phosphore et a l’azote sont exceptionnellement élevés. 
Tandis que dans les 46 espéces examinées comparativement 
le rapport S/P ne dépasse pas 4,02 et le rapport S/N 0,50, 
nous avons rencontré 


s/P s/N 
Dans le céleri récolté 4 la floraison........ 1,50 0,61 
Dans le céleri récolté ayant la floraison. .... . A ANP) 0,62 


Nous allons rechercher, avant d’étendre nos conclusions, 
sous quelles formes le soufre est accumulé dans cette plante. 


SUR LES REACTIONS DES TiISSUS 
DANS 
LE PALUDISME EXPERIMENTAL DES CHARDONNERETS 
CARDUELIS-CARDUELIS 


par V. MOLDAVSKA-KRITCHEVSKAVA, E. EINHORN et L. SOUKHOVA. 


(Institut de Protozoologie de l’ Ukraine [Kharkov]. 
Directeur : professeur L. LetseRMANN 

et Institut de Perfectionnement pour les médecins. 
Service du professeur G. Derman.) 


Beaucoup d’études de valeur ont déja paru sur le paludisme 
et immunité antipaludéenne chez les oiseaux. Nombre d’in- 
vestigateurs, tels que Ed. Sergent et Et. Sergent. W. H. Talia- 
ferro et L. G. Taliaferro, Hartman et d’autres ont démontré 
que la durée variable du stade d’incubation chez les canaris 
dépend a un certain degré de la quantité de parasites qui leur 
sont inoculés. L’incubation est suivie d’une phase aigué 
d’infection, durant laquelle le nombre des parasites dans le 
sang périphérique augmente rapidement. Puis les parasites 
disparaissent du sang périphérique et la phase chronique 
« latente » commence. Au cours de cette derniére phase, le sang 
renferme si peu de parasites qu’on ne parvient pas a les déceler 
au microscope, bien que l’injection de ce sang détermine chez 
les oiseaux sains ]’infection palustre typique. 

Durant la phase latente, les oiseaux se montrent immuns 
contre laréinfection avec les parasites de laméme souche, tandis 
qu’aprées la guérison compléte la réinfection est réalisable. 

Et. Sergent et Hempl ont observé chez certains oiseaux 
une telle immunité contre la réinfection pendant deux années 
et demie. 

Gingrich a constaté, dans ses expériences avec le Pl. cathe- 
merium et le Pl. elongatum, que les oiseaux, infectés avec une 
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espece de parasites, n’acquiérent pas l’immunité contre Vintec- 
tion ultérieure avec les parasites d’une autre espeéce. 

On peut en conclure qu’aprés la phase aigué, les oiseaux 
demeurent assez longtemps en état d’infection occulte et tant 
que celle-ci persiste ils sont immuns contre la réinfection par 
le Plasmodium de la méme souche ou de la méme espéce. | 

Les essais de W. Taliaferro et L. Taliaferro (4929), pour 
déceler des anticorps dans le sérum des oiseaux immuns 
contre la réinfection, n’ont pas été suivis de succés. L’échec 
de leurs tentatives suggéra & W. Taliaferro et Canon l’idée 
d’entreprendre Jl’étude des réactions tissulaires chez des 
canaris, vis-a-vis de l’infection et de la réinfection. Ils ont 
constaté chez ces oiseaux la phagocytose des parasites 4 tous 
les stades de leur é6volution, la notant déja quatre heures 
aprés linoculation. La phagocytose continue sans interrup- 
tion pendant toute la période aigué (huit a dix, jours). 

Canon et Taliaferro (1934), dans leurs recherches sur 
limmunité contre le paludisme chez les oiseaux et les singes, 
ont signalé le réle direct des macrophages et l’activation du 
systéme réticulo-endothélial tout entier dans 1’élaboration 
cde Vimmunité antiparasitaire et antipaludéenne en particu- 
lier. La disparition de Pl. cathemerium et de Pl. elongatum 
du sang a4 tous les stades de l’infection doit étre rapportée 
a activité des macrophages du foie et de la rate et, & un cer- 
tain degré, de ceux de la moelle osseuse. Au cours de la 
phase aigué, on observe une forte destruction de parasites 
due 4 immunité naturelle de l’héte et, 4 un moindre degré, & 
activité relativement faible des macrophages des cteane 
indiqués (Taliaferro). 

La phase « latente » consécutive a la phase aigué, se carac- 
térisant par le faible nombre de parasites dans le sang et 
Vimmunité acquise contre la réinfection, montre l’augmenta- 
tion considérable de l’activité des macrophages dans les 
mémes organes. 

Selon l’avis de Taliaferro, immunité naturelle ainsi que 
Vimmunité acquise sont réalisées par les mémes cellules du 
grand systéme d’éléments conjonctifs d’origine mésenchyma- 
teuse, avec la seule différence que, dans le deuxiéme cas 
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(ammunité acquise), elles sont plus nombreuses et plus actives. 

Ainsi, le paludisme est une infection généralisée intéres- 
sant tout le courant sanguin, mais en réalité ce sont les macro- 
phages du foie, de la rate et de la moelle osseuse, autrement 
dit, les éléments du systéme réticulo-endothélial (Aschoff), 
dans le sens précis du mot, qui engagent la lutte contre les 
parasites. La circulation y est ralentie et les hématies attaquées 
par les parasites s’y trouvent en contact plus long avec les 
macrophages. 

Il en ressort que les réactions d’immunité dans le paludisme 
sont des réactions locales des tissus. 

Poursuivant nos recherches sur l’immunité dans le palu- 
disme aviaire, nous avons cherché a élucider ce probléme en 
étudiant les altérations pathologiques des organes et du sang 
survenant au cours de tout le processus paludéen. 

Dans ce but, nous avons infecté simultanément 45 char- 
donnerets avec une méme souche de Pl. preecox (Pl. relictum 
des auteurs francais). Pendant soixante jours que dura |’expé- 
rience, nous avons sacrifié deux oiseaux a la fois : au début 
chaque jour, ensuite a des intervalles de deux a cing jours. 
Tous les organes et le sang prélevés a l’autopsie étaient soumis 
& un examen anatomo-pathologique minutieux 

Nos observations peuvent étre divisées en 3 étapes, suivant 
les 3 phases d’évolution du processus paludéen, a savoir 
4° phase d’incubation ; 2° phase aigué, et 3° phase chronique 
« latente ». 

La phase d’incubation durait dans notre expérience de cing 
& sept jours, depuis l’inoculation jusqu’a l’apparition des para- 
sites dans le sang. Dans les premiéres vingt-quatre heures, on 
sacrifiait les oiseaux deux, quatre et six heures aprés |’ino- 
culation, les jours suivants, 4 des intervalles d’un jour 
jusqu’au moment de la découverte de Pl. precox dans le sang. 

La phase aigué durait du septiéme au trente et uni¢me 
jour, quand les parasites dans le sang étaient recherchés en 
abondance. Au cours de cette période, deux oiseaux étaient 
sacrifiés chaque deux ou trois jours. 

La phase « latente » comprenait la période du trente et 
uniéme jour de l’infection jusqu’au soixantiéme jour (fin de 


222 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


l’expérience). Durant ce temps on sacrifiait deux oiseaux, & 
des intervalles de cing jours. 

Les chardonnerets étaient saignés & blanc, par ponction du 
cour. Le sang prélevé servait aux épreuves biologiques dont 
nous parlerons plus loin. Ce procédé n’était pas trés heureux. 

Examinons les résultats de notre expérience par étapes. 


Fic. 14. — Rate (seplieme jour aprés Vinoculation). 


Phase d’incubation. — Au troisiéme ou quatriéme jour aprés 
] inoculation, on observait le plus souvent l’apparition de cel- 
lules réticulo-endothéliales dans le sang périphérique : longues 
cellules avec protoplasme irréguliérement granuleux, a inclu- 
sions et noyaux bien accusés. Les noyaux étaient de formes 
différentes : ronds, ovales, réniformes, avec 1 ou 2 nucléoles. 
Parfois les cellules réticulo-endothéliales avaient l’aspect de 
cellules syncytiales. On y pouvait noter une quantité consi- 
dérable de monocytes. I] n’y avait pas d’altérations macros- 
copiques particuliéres dans les organes. 

Au deuxiéme jour, la rate se montrait parfois diminuée de 
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volume et un peu anémique. Au troisiéme jour, elle était 
déja légérement augmentée, rouge foncé et molle. L’ana- 
lyse microscopique y décelait dés le deuxiéme jour : la réti- 
culo-endothéliose, le gonflement de l’endothélium des vais- 
seaux et des sinus, I’épaississement des parois vasculaires 
(v. fig. 1). Tous ces phénoménes modérément accusés étaient 
observés avant l’apparition du pigment mélanique. 


Fic. 2. — Foie (septiéme jour aprés l'inoculation). 


Le foie présentait du deuxiéme au septiéme jour un léger 
gonflement des cellules de Kupffer, quelque dégénérescence 
graisseuse du parenchyme et de petits foyers d’infiltration a 
cellules rondes du tissu interstitiel (v. fig. 2). 

Pendant cette période on constatait dans Ja moelle osseuse 
plutét les phénoménes de régénérescence. Il faut ajouter que 
terme « régénérescence » est probablement d’un sens relatif, 
car nous ne trouvons pas dans la bibhiographie de renseigne- 
ments sur la structure histologique normale de la moelle os- 
seuse chez les oiseaux sains 
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‘Dans l’encéphale, on observait de l’hyperémie et un cedéme 
insignifiant au sixiéme ou septiéme jour, la prolifération des 
éléments gliaux sous forme d’accumulations par petits groupes 
sans communication avec les vaisseaux. 

Les poumons montraient des hémorragies étendues dans 
les alvéoles et les bronches, ce qui n’était pas sans rapport 
avec le procédé par lequel les oiseaux étaient sacrifiés. 

Dans les reins on n’observait que l’hyperémie et la dégé- 
nérescence de l’épithélium des canalicules ; dans le proventri- 
cule — par endroits le gonflement du réticulum de la base de 
la muqueuse, dans le pancréas — le gonflement de l’endothé- 
lium vasculaire. L’intestin ne présentait pas de lésions parti- 
culiéres, sauf une faible hyperémie ; de méme le muscle 
cardiaque. 


Phase aigué (du septiéme au trente et uniéme jour). Les 
parasites dans le sang étaient peu nombreux au début : il y 
en avait 1 ou 2, mais pas dans chaque champ ; mais de jour 
en jour leur quantité augmentait et, a l’acmé de l’accés fébrile, 
on en comptait 50 a 60 par champ. Quand les parasites atta- 
quaient 90 a 95 p. 100 des érytrocytes, les oiseaux succom- 
baient presque toujours. 

A lautopsie, on observait des lésions fortement accusées 
dans la plupart des organes. Dés les premiers jours de la phase 
aigué, on notait dans la rate et le foie la consistance molle, 
Vhyperplasie et la surcharge mélanique. Tous ces phénoménes 
augmentaient progressivement au cours de la phase aigué d’in- 
fection, l’hyperplasie se montrant sensiblement plus intense 
dans la rate et ie foie. La rate dépassait deux & six fois son 
volume normal. 

La rate et le foie étaient tellement chargés de pigment, qu’en 
faisant des frottis sur lames on entendait un craquement net. 
En méme temps l’anémie de tous les tissus était trés mar- 
quée. La vésicule biliaire était dilatée par de la bile verdatre et 
fluide. Les reins apparaissaient grossis et de couleur rouge 
brunatre ; ’encéphale pale, d’un rose grisdtre. L’intestin et le 
pancréas étaient également d’une teinte grisdtre. Les prépara- 
tions décalquées, colorées ou non, des organes contenaient 
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beaucoup de parasites. On y observait les altérations morpho- 
logiques suivantes. | 

De on ° y ° . 

és le septiéme jour apres l’inoculation, dans la rate appa- 
raissait le pigment mélanique sous forme de poussiére fine. 

nsuite la quantité de ce pigment augmentait progressi- 
vement pour atteindre son maximum au vingt-septiéme jour, 


Li 
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Fic. 3. — Rate (vingt-sepli¢me jour aprés l’inoculation). 


la pulpe semblait alors farcie de pigment noir (v. fig. 3). 

Simultanément avec l’augmentation du pigment, augmen- 
tait la réaction de l’endothélium réticulaire de la rate ; l’endo- 
thélium des vaisseaux et des sinus se gonflait de plus en 
plus. On y notait parfois l’apparition du pigment sanguin doré 
-~— hémosidérine ; par endroits on observait l’hyperplasie des 
corpuscules de Malpighi. 

Le foie également présentait dés le septiéme jour du pig- 
ment en poussiére dans les cellules de Kupffer. La quantité 
de pigment augmentait jusqu’au vingt ou vingt-septiéme jour 
de l’infection (maximum). Les cellules de Kupffer étaient 
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alors excessivement gonflées et remplies de pigment (v. fig. 4) ; 
le parenchyme était en état de dégénérescence ; dans le tissu 
interstitiel, petits foyers d’infiltration & cellules rondes. 

Dans la moelle osseuse, le pigment faisait son apparition en 
poussiére trés fine au 8° jour, atteignant son maximum au 
seiziome ou dix-huitisme jour, pour diminuer graduellement 
dans la suite (v. fig. 53). , 

Le stade aigu ainsi que le stade d’incubation se caractéri- 


Fic. 4. — Foie (vingt-septitme jour aprés l’inoculauon). 


saient presque dans tous les cas par la régénération de la moelle 
osseuse. Dans l’encéphale le pigment se déposait aux vingt- 
troisiéme, vingt-septiéme et trente et uniéme jours en quantité 
infime et disparaissait complétement dans la suite. On y cons- 
tatait alors l’hyperémie et un cedéme insignifiant. Les pou- 
mons montraient du pigment en petite quantité dans la lu- 
miére des vaisseaux et par endroits dans le tissu interstitiel. 
IL apparaissait au dix-huitiéme jour, restait au méme niveau 
jusqu’au quarante et uniéme jour et puis dispdraissait totale- 
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ment. Les poumons alors, comme dans la phase d’incuba- 
lion, présentaient des hémorragies étendues dans les alvéoles 
et les bronches. Par endroits on notait le gonflement de 1’en- 
dothélium et l’homogénéisation des parois vasculaires. 

Dans le muscle cardiaque, le pigment ne fut pas décelé du 
tout ; il n’y avait qu’une légére hyperémie. 


Fic. 5. — Moelle osseuse (dix-huitiéme jour aprés inoculation). 


Dans les reins, une petite quantité de pigment apparaissait 
au seiziéme jour, augmentait progressivement jusqu’au vingt- 
septiéme jour et disparaissait petit 4 petit vers le eS 
deuxiéme jour. Il se répartissait généralement dans la lumiére 
des petits vaisseaux et dans le tissu interstitiel. On y consta- 
tait la dégénérescence de 1’épithélium des canalicules et par 
endroits le gonflement de l’endothélium vasculaire. 

Dans le proventricule un peu de pigment apparaissait aux 
vingtiéme, vingt-troisiéme et vingt-septieme jours et dispa- 
raissait ensuite. Dans un cas on observa le pigment mélanique 
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en méme temps que le gonflement du réticulum de la base de 
la muqueuse et de l’endothélium. 

Dans le pancréas, Je pigment était constaté au vingtiéme 
jour ; il disparaissait au vingt-septiéme jour. On y observait 
alors le gonflement de l’endothélium des vaisseaux, 1’ épaissis- 
sement des parois vasculaires et l’hyperémie. 

Dans l’intestin, le pigment apparaissait au dixiéme jour en 
quantité insignifiante dans les capillaires des villosités et dis- 
paraissait tout a fait au vingt-troisiéme jour. 

Ainsi, durant la phase aigué on observait des altérations 
dans tous les organes, excepté le coeur. On constatait une forte 
activation de l’endothélium réticulaire et une surcharge méla- 
nique partout, de la rate et du foie jusqu’d la moelle osseuse. 
Le foie et la rate étaient particuliérement chargés de pigment 
mélanique. 


Phase « latente », chronique, comprenant la période de 
temps du trente et uniéme au soixantiéme jour de notre expé- 
rience. La transition de la phase aigué a la phase latente se 
faisait graduellement et il était bien difficile de tracer des li- 
mites exactes. Au cours de cette période, les parasites étaient 
dans la plupart des cas absents du sang périphérique. On les 
notait de temps en temps en quantité insignifiante pendant un 
a deux jours. Cependant le sang, prélevé chez les chardonne- 
rets 4 cette phase d’infection, engendrait l’infection palustre 
chez les oiseaux sains. A l’autopsie les oiseaux montraient de 
hypertrophie du foie et de la rate, mais & un degré beaucoup 
moindre que dans la phase aigué. La pigmentation y était 
observée toujours (au cours de plus d’une année d’observation). 

En ce qui concerne les lésions anatomo-pathologiques, la 
derniére phase pouvait étre caractérisée par la baisse graduelle 
des phénoménes réactionnels du systéme réticulo-endothélial de 
tous les organes et par la disparition de pigment mélanique de 
la plupart d’entre eux. Ainsi, l’encéphale n’en avait plus au 
trente et uniéme jour, les poumons et les reins, au qua- 
rante et uniéme jour. Quant au foie, a la rate et la moelle 
osseuse, le pigment y demeurait en quantité considérable jus- 
qua la fin de Vexpérience. 


a 
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CONCLUSIONS. 


Les données de nos observations nous autorisent a conclure 
que le paludisme aviaire est une infection généralisée qui 
altaque successivement tous les organes riches en éléments 
réticulo-endothéliaux, en premier lieu le foie, la rate et la 
moelle osseuse. A la phase d’incubation, bien avant que les 
parasites soient décelés dans le sang périphérique, on cons- 
tate déja lirritation du systéme réticulo-endothélial qui repré- 
sente, selon toute vraisemblance, la manifestation de la réac- 
tion du macroorganisme vis-a-vis de l’infection palustre. 

Ce fait nous suggéra l’idée d’effectuer les épreuves biolo- 
giques au cours des trois phases du processus paludéen. 

Les deux premiers jours aprés l’inoculation, les épreuves 
hiologiques donnaient des résultats négatifs ; aux jours sui- 
vant la phase d’incubation ainsi qu’au cours des stades aigu 
et latent, presque dans tous les cas, les épreuves étaient posi- 
tives. 

L’injection aux animaux de sang prélevé a la phase d’incu- 
bation. et a la phase aigué donnait le syndrome typique d’in- 
fection avec une incubation de sept a treize jours ; le sang pré- 
levé au cours de la phase chronique provoquait l’infection 
avec une période d’incubation allant jusqu’a vingt-six jours. 


RésUME. 

4° A Ja phase d’incubation (du premier au septiéme jour), 
avant que le Plasmodium soit décelé dans le sang, on observe 
déja l’activation de l’endothélium réticulaire, le gonflement de 
l’endothélium vasculaire et l’épaississement périvasculaire dans 
tous les organes riches en éléments réticulo-endothéliaux. Tous 
ces pénoménes sont particuliérement accusés dans le foie et la 
rate ou l’hyperplasie est également constatée. 

2° A la phase aigué (du septitme au trente et uniéme 
jour), on observe une quantité considérable de parasites dans 
le sang périphérique, une hyperplasie fortement accusée et la 
surcharge mélanique du foie et de la rate en premier lieu, 
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puis des altérations dans tous les organes. Les phénoménes 
d’activation de l’endothélium réticulaire sont extrémement 
marqués. 

3° A la phase chronique « latente » (du trente et uniéme au 
soixantiéme jour) on n’observe pas de parasites dans le sang 
cu en petite quantité, de temps a autre. L’hyperplasie et la 
surcharge mélanique de la rate et du foie sont sensiblement 
diminuées, bien que le pigment y reste en quantité considé- 
rable assez longtemps (plus d’une année d’observation). On 
constate lTextinction des manifestations réactionnelles de 
l'appareil réticulo-endothélial et la disparition graduelle du 
pigment mélanique de la plupart des organes. 
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